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,, Az allatok a mienknél 6sibb, sokkal
tokéletesebb vilagban élnek és mozognak,
végleges és tokéletes mdédon, az érzékek
olyan terjedelmének birtokaban, amelyet mi
mar réges-régen elveszitettiink, vagy el sem
értiink.”

Henry Beston



1. Bevezetés

A posztglacialis szétterjedési folyamatok soran a
jég miatt addig refugiumokba kényszeriilt fajok teriiletei
érintkezésbe keriiltek (HEWITT 2001). Az eurdpai
mérsékelt-6vi fajok rekolonizacidja szdmos utvonalon
tortént (HEWITT 1999). A ma ismert kongenerikus fajok
esetében ezek az Utvonalak tobb esetben talalkoztak, igy
hibridzonak jottek 1étre. A hibridzonak altalaban olyan
teriileteken taladlhatok, ahol a testvérfajok éldhellyel
szemben tamasztott kornyezeti feltételei adottak
(BARTON & HEWITT 1989, HEWITT 1999). A pleisztocéni
klimaingadozasok alatt szamos kozép- és kozép-kelet
eurépai rokon madarfaj (pl. Parus caeruleus — P.
cyaneus, Ficedula hypoleuca — F. albicollis) allomanyai
részben vagy teljesen atfedésbe keriiltek (MARTIN 1990,
SAETRE et al. 2001). Hibridizal6 populacidikban a
morfologiai bélyegek keveredése gyakran megfigyelhetd.

A pleisztocéni rekolonizacié soran a Luscinia
genus (Muscicapidae) két sibling faja, a fiilemiile
(Luscinia megarhynchos Brehm, 1931) és a nagy
fillemiile (Luscinia luscinia Linnaeus, 1758) is
masodlagos érintkezésbe keriilt Kozép- ¢és Kelet-
Eurépaban, ahol elterjedési teriiletik  keskeny
hibridizacios zonaban atfed (SORJONEN 1986). A
hibridzona  Németorszagtol  Lengyelorszagon &t
Magyarorszag északkeleti részén keresztiil egészen a
Fekete-tenger vidékéig huzodik (REIFOVA et al. 2011).



A két Luscinia faj egymashoz igen hasonlo,
azonban morfologiai (KVEREK et al. 2008), genetikai
(KVEREK et al. 2008) és okologiai jellemzoik (SORJONEN
1986), valamint az énekhang alapjan (SORJONEN 1986,
LiLLE 1988, VOKURKOVA et al. 2013) altalaban
elkiilonithetdk.

A L. megarhynchos egész Eurazsiaban elterjedt,
politipikus faj (CrRAMP 1988), hazankban gyakori
fészkeld (HARAszTHY 1998). A L. luscinia azsiai
géncentrumu monotipikus faj, elterjedésének nyugati
pereme Magyarorszag keleti, északkeleti részére is
behtuzodik (CRAMP 1988, HARASZTHY 1998).

Az elmualt idOszakban a két flilemile faj
a hibridzona t6liink északabbra fekvé részein (REIFOVA
et al. 2011), azonban olyan 6sszefoglal6 munka, amellyel
a szimpatrikus elterjedésit  koltéallomanyok  tobb
szempont alapjan is jellemezhetdk (pl. morfoldgiai
kiilonbségek, ¢l6helyhasznalat, filogenetikai kapcsolatok)
még nem késziilt. Mindezek miatt sziikségesnek talaltam,
hogy a téma kapcsan felmeriilt kérdéseimre komplex
vizsgalatok altal adjak valaszt.



2. Célkitiazések

A fiillemiilék az egész Nyugat-Palearktisz teriiletén
elterjedt, rendszeres fészkeld fajok, konnyen befoghatok,
mérhetok és  jelolheték. Gyakorisaguk ellenére,
populacids szerkezetiik és jellemz6ik kapcsan azonban
még igen hidnyosak az ismereteink. Feltaratlan tobbek
kozott a hazai allomanyok elterjedés-mintazata,
morfologiai és genetikai jellemz6i, de ezek ¢l6hely-
hasznalatarol sincsenek érdemi adataink.

Célkitlizéseim az alabbiak voltak:

1. A kutatasi teriileten elterjedt koltéallomanyok
részletes morfologiai leirasa és 0sszehasonlitasa.

2. A hibridizaci6 mértékének meghatarozasa, a hibrid
példanyok morfoldgiai jellemzése.

3. A koltéallomanyok filogenetikai kapcsolatvizsgalata.

4. A vedlési sajatossagok vizsgalata az egyes
koltéallomanyokban.

5. A koltéallomanyok él6helyhasznalat-vizsgélata.

6. A Luscinia luscinia hazai allomanycsokkenésének
jellemzése.



3. Anyag és modszer

A mintavételeket 2006 ¢s 2013 kozott négy
mintavételi teriileten, a Bdodva-folyd mentén, a Felso-
Tiszan, a Szatmar—Beregi-sik teriiletén és Batorliget
kornyékén végeztem. A madarak befogasat egyeléses
madszerrel, majus-junius honapokban, kiilonb6z6 méretii
Ecotone® fliggonyhalokkal és magnetofon segitségével
végeztem (BUsse 2000). A madarakat SVENSSON (1992)
ajanlasai alapjan mértem, és a koOvetkez6 biometriai
adatokat vettem fel (mm-ben): maximalis szarnyhossz
(MWL), elsd kézevezd csucsa és a szarnycsucs kozotti
tavolsag (W™), elsd kézevezd leghosszabb kézfedéhoz
viszonyitott (relativ) hossza (rLP;), leghosszabb kéz- és
karevezd cstGcsa kozotti tavolsag (I/11.), masodik-,
harmadik- és negyedik kézevezd hossza (P2, Ps, Pa),
farokhossz (TL), csérhossz (BL), csorszélesség (BW) és
a csiidhossz (TA). A felsoroltakon kiviil kiszamoltam a
szarnyalakot jellemzd szarnyhegyesség- (WP) és
szarnyszimmetria-indexeket (W¥™) is (HOLYNSKI 1965).
A szarnyméretek felvételére 1 mm-es osztasi milanyag
vonalz6t, amig a csiid- és csérméretekre 0,1 mm pontos
fém  (Inox®) tolomérét hasznaltam. A  madarak
testtdmegét (Bm) Pesola”®-tipust rugos mérleggel mértem
0,1 g pontossaggal.

A morfologiai 0sszehasonlitasokhoz 6sszesen 121
egyedet mértem meg a négy vizsgalati teriileten (Bodva:
n = 33, Fels6-Tisza: n = 38, Szatmar-Bereg: n = 23,
Batorliget: n = 27). Az allomanyok klasszifikaldsdhoz a
véletlen erddék (RF) és dontési fak (CART) modelleket
hasznaltam. A morfometriai adatok statisztikai értékelése
az R 2152 (R DeVELOPMENT CORE TeEAM 2010)
programmal tortént.



A mérések utdn a genetikai vizsgalatokhoz
sziikséges vért (30-50 ul) az egyedek szarnyvéndjabol
(vena brachialis) vettem, és feldolgozasig etanollal toltott
Eppendorf-csdvekben, -20 °C-on  mélyfagyasztd
szekrényben taroltam. A madarak gylriizés, mérés, és a
DNS-vizsgalathoz sziikséges vér levétele utan a befogas
helyén elengedésre kertiltek.

A DNS lancok felszaporitisa PCR eljarassal, az
egyedek filogenetikai szdrmazasa a mitokondrialis
citokrom-c oxidaz-1 gén (COI) direkt szekvenalasa
alapjan tortént. Meghataroztam az egyedek COI
barkodjait, kiilonbségeket kerestem a marker- és a
mintacsoportok DNS szekvencidi kozott.

A sziikséges markerszekvencidkat oroszorszagi,
irani, kazahsztani, macedoniai, dél-koreai, mianmari,
mongoliai, norvégiai és  svédorszagi  GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) adatai adtak. A
Magyarorszag teriiletérél gyijtott COl szekvencidk a
GenBank-ban kertiltek elhelyezésre. A bazisszekvenciak
Osszerendezését és a filogenetikai fa készitését MEGAS
(TAMURA 2011), Modeltest 3.6 (POSADA & CRANDALL
1998) ¢és MrBayes 3.2.1 (RONQUIST & HUELSENBECK
2003) programokkal végeztem.

A madarak vedlésének vizsgalatahoz a terepen
egyedi vedldlapokat toltottem ki, majd ezeket értékeltem.

Megvizsgaltam tovabba az egyes allomanyok
¢léhelyhasznalatat. Az ¢lohelyek térképi lehatarolasat
erdészeti adatok alapjan térinformatikai moddszerekkel
végeztem, amelyhez ArcView 3.1 térképszerkesztd
programot hasznaltam (ESrI 1998). A preferencia
értékeket (Py) az Ivlev-index segitségével (IVLEV 1961)
szamitottam ki.



4. Uj tudomanyos eredmények és értékelésiik

1.

Atfogoan vizsgaltam a két koegzisztens fiilemiile
faj, a Luscinia megarhynchos és L. luscinia

szimpatrikus elterjedésii populécidinak
morfoldgiai-, vedlési jellemzdit, filogenetikai
kapcsolatrendszerét és ¢léhelyhasznalatat

crer

kozott. A morfologiai és genetikai vizsgalatokkal
megprobaltam feltérképezni, hogy talalok-e a két
faj hibridizaciojara utald jeleket, ha igen, milyen
mértékben. Ennek kapcsan  Osszefiiggéseket
kerestem a hibridizacid, és a L. luscinia korabban
feltételezett hazai allomanycsokkenése kozott.
Négy flilemiile populacié (elnevezésiik: ‘Bddva’,
‘Felsé-Tisza’, ‘Szatmar-Bereg’ ¢és ‘Batorliget’)
morfoldgiai jellemzbit vizsgaltam. Tizennégy
biometriai valtoz6 alapjan Osszesen 121 egyed
kertilt mérésre majd Osszehasonlitasra.
Meghataroztam a koltéallomanyok elkiilonitését
segité morfologiai valtozokat, majd a populaciokat
ezek alapjan 6sszehasonlitottam.

A 1ényeges morfologiai valtozok megitélésére a RF
¢s CART osztalyozd moddszereket eredményesen
alkalmaztam.

Megallapitottam, hogy a négy allomanyt a
masodik-, harmadik-, negyedik kézevezd hossza
(P2, P3, P4), valamint a csérhossz (BL) és a
csOrszélesség (BW) alapjan lehet elkiiloniteni
leginkabb. Ezek kozott nagyfokt korrelaltsagot is
tapasztaltam.



5. A morfometriai vizsgalatok alatamasztottak

tovabba azt is, hogy a fels6-tiszai L. luscinia
tipuspéldanyai eltintek. A kapott morfologiai
eredmények arra utalnak, hogy a teriileten a L.
luscinia x L. megarhynchos interspecifikus
hibridjei és a L. megarhynchos fordulnak el6. Az
alkalmazott moddszerek (linearis modell, Levene-
teszt, RF, CART, diszkriminancia analizis) alapjan
a szatmar-beregi populacié a bodvai, a felso-tiszai
¢s a Dbatorligeti allomanyoktol hatarozottan
elkiilonithetd, igy ezt morfologiailag 06nallo
csoportnak kell tekinteniink.

Mivel eredményeim alapjan az altalam alkalmazott
modellekkel (kiillonosen a RF, CART) vélhetéen
mas problémés taxonok Osszehasonlitisa is
hatékonyan elvégezhetd, javaslatot tettem ezek
széleskorti hasznalatara.

Megallapitottam, hogy a megmért egyedek (n =
121) 6,92 %-a (n = 9) interspecifikus hibrid. A
hibridek magas aranya arra utal, hogy a L.
megarhynchos  altal egy  nagyobb  fokua
introgressziés nyomas zajlik. A morfoldgiai
karakter eltolodasok és a hibridek aranya stabil,
novekvo hibridpopulacio meglétére utalnak.

A morfologiai  jellegeket bizonyos szintii
fenotipusos plaszticitas is jellemzi. Kialakulasukra
nem csak genetikai faktorok, hanem a kornyezeti-
¢s egyéb oOkologiai tényezdk (pl. homérséklet,
¢lohely-szerkezet, elérhetd taplalékforrasok) is
hatassal vannak (AGRAWAL 2001). A csOrméret
plaszticitasat példaul a fiokakori fejlédés alatti
kedvezotlen feltételekre adott valasz is okozhatja,



mivel a limitald készletek hasznositasa morfoldgiai
valtozasokat indukal (GIL et al. 2008). A fiilemiilék
esetében bizonyitott, hogy a taplalkozohely
(talajszint) és a kullancsok altali ektoparazitaltsag
szorosan Osszefligg (HORNOK et al. 2014). Mivel az
altalanos  Okologiai  jellemzok  (pl.  étrend,
taplalkozohely magassaga, ¢éldhely specializacio,
elterjedési teriilet) jelent6sen befolyasoljak az
ektoparazitak altali fert6zottség aranyat (HORNOK
et al. 2014), a parazitaltsig mértéke szintén
specialis szelekcios tényezOként jatszhat kozre az
¢ldhelyek  kivalasztasdban. Kovetkezésképpen,
adott madarkozosségekben a kornyezethez valo
alkalmazkodas is eldsegitheti az eltérd morfologiai
jellegek kialakuldsat és elterjedését (TELLERIA &
CARBONELL 1999).

A filogenetikai eredmények alapjan
megallapitottam, hogy a vizsgalt populaciok a
kelet-europai allomanyokkal mutatnak rokonsagot,
azaz posztglacidlis szétterjedésiik is ebben az
iranyban  torténhetett. A DNS  szekvenalas
segitségével, a szatmar-beregi populdcidban olyan
onallé haplotipus csoportot talaltam, amely L.
megarhynchos morfologiaval, de L. luscinia
mtDNS-sel  rendelkezett (Bockerek-erdd). A
mitokondridlis introgresszi6 alapjan arra lehet
kovetkeztetni, hogy a korabbiakban a L. luscinia
errdl a teriiletrdl kiszoritotta a L. megarhynchos-t és
azt periférikus élohelyekre izolalta. Mivel azonban
a L. megarhynchos-szal ellentétben a szatmar-
beregi populacidban nem talaltam olyan egyedeket,
amelyek tipikus L. luscinia morfologiaval és



10.

11.

mitokondrialis DNS-sel rendelkeznek, e faj sziil6i
példanyainak jelenléte egyelére nem bizonyithato,
igy tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A  molekularis o6ra altal kapott divergencia-
iddértékek alapjan, a két faj az utolsd pleisztocéni
glacialist megel6zéen, mintegy 13 000 évvel
ezeldtt valhatott el egymastol. A szatmar-beregi L.
luscinia klad a kelet-eurdpai populacioktol kb.
1300 évvel ezeldtt szakadhatott le, majd innen
kolonizalta a térséget. Ennek alapjan a két faj
kozotti génaramlas a varakozasokkal ellentétben
nem az elmult évtizedekben, hanem mar joval
korabban megkezdddhetett. Kovetkezésképpen,
nem valo6szinii, hogy a két faj kozotti introgresszids
folyamat csak az utobbi idoben indult volna meg,
esetleg csak antropogén hatdsra. Mivel a masik
harom allomany genetikailag homogénnek adddott,
valdszini, hogy az elkiiloniilésiik ota eltelt id6 nem
volt elegendd arra, hogy jelentdés mértékii mutacio
halmozodjon fel a mitokondrialis génjeikben. A
genetikai vizsgalatok tovabbi érdekes eredménye,
hogy az interspecifikus hibridek filogenetikailag a
batorligeti  csoporthoz  allnak  kozelebb. A
batorligeti és a kelet-eurdpai allomanyok kozott
meglévé szoros kapcsolat pedig arra utal, hogy a
batorligeti reflgium egy rekolonizacios
kiindulopont lehetett a kdrnyezo él6helyek felé.
Vizsgéaltam a populaciok koltési iddszak alatti
vedlését. Csak a batorligeti teriileten voltak vedlo
egyedek (n = 24), ami az Osszes vizsgalt példany
15,6 %-a. Ezek vedlése az 6szi postnuptialis teljes
vedléssel megegyezd mintdzati volt. A kézevezok



12.

cseréjét azonban junius elején mar részben
befejezték, tehat a vedlést a szokasosnal hamarabb
(kb. 30-40 nappal korabban, majusban) kellett
megkezdjék. Kilenc példany a karevezoket
kihagyva folytatta a wvedlést. Ilyen vedlési
mintazatot és iddzitést, az adult fiillemiilék esetében
még nem észleltek. Mivel a rendellenes vedlés csak
himeknél fordult eld, ezért ez nem magyarazhat6
hibridsterilitassal. Az eltérd idézités hatterében mas
tényez6k (pl. éléhelyvaltozas, genetikai hatasok,
elérhetd taplalékforrasok mindsége €s mennyisége,
1d6zités-stressz) allhatnak. A kapott mintazat
egyben a vedlés populacids szinti
differencialtsagara is utal. Az  eredmény
ujszeriisége, hogy a vedlési rendszer még a
genetikailag hasonld allomanyok kozott sem
mindig egységes. A koltési szezon alatti teljes
vedlés teljesebb korli megértését kiilon program
keretében javasolt vizsgalni a késébbiekben.

Az  él6helyhasznalat-vizsgalatokkal — igazoltam,
hogy az allomanyok kiilonboz6 természetességli
¢lohelyeket preferalnak, és nem kizarolag a legjobb
mindséglieket foglaljak el. Megallapitottam, hogy a
revirek kivalasztdsat nem befolyéasolja az él6helyek
természetessége, amely adaptiv plaszticitasra utal.
A hibridizaciés Ovezet koltéallomanyait ezért
Osszességében a kevert élohelyhasznalat jellemzi.
A megvizsgalt teriiletek esetében tehat a
territoriumok  kivalasztdsa a  mikroélOhellyel
szemben tamasztott egyéb igényektdl (pl.
megfeleld aljnovényzet boritottsag megléte a
fidkanevelés miatt) is fligg.

10



13. A fels6-tiszai L. luscinia maradvanypopulacidja
kapcsan a DNS  vizsgalatok PCR-negativ
eredményt adtak, vagyis ez a faj a korabbi
koltohelyérdl eltint. Ennek {6 oka egyrészt az
¢lohelyfragmentécid (szegélyhatds), masrészt a L.
megarhynchos—szal valé intenziv hibridizacio, és
az ennek kovetkeztében eldallt, a posztzigotikus
izolaciobol eredd hibridsterilitds. Az ¢€lohely-
szerkezetek 4talakulasa a fiilemiilék intenziv
kompeticidjat  tehat  erdsiti, amelyet az
interspecifikus hibridek magas aranya is igazolt.

1. Introduction

During processes of postglacial recolonization,
areas of species displaced into refuges came into
secondary contact due to ice sheet (HEwITT 2001).

Recolonization of such species living in temperate
zones of Europe was occurred in several routes (HEWITT
1999). Regarding congeneric species known today, these
routes were met in most cases, thus, hybrid zones (suture
zones) have been developed. Hybrid zones are commonly
found in regions where the environmental conditions of
native habitat of both sister species meet (BARTON &
HewiTT 1989, HEwITT 1999). During the Pleistocene
climate fluctuations, populations of many Central- and
Central-Eastern European closely related passerines (e.g.
Parus caeruleus — P. cyaneus, Ficedula hypoleuca — F.
albicollis) have been partially or fully overlapped
(MARTIN 1990, SAETRE et al. 2001). The mixture of

11



morphological characteristics is regularly occur in their
hybrid populations.

After the geographical isolation, the two sibling
species of genus Luscinia (Muscicapidae) the common
nightingale (Luscinia megarhynchos Brehm, 1931) and
the thrush nightingale (Luscinia luscinia Linnaeus, 1758)
came into secondary contact in central- and eastern
Europe, where their distributional area is partially
overlap in a narrow hybrid zone from north Germany via
Poland and Hungary to the Black Sea (REIFOVA et al.
2011). Although the two species are relatively similar,
they can be distinguished by their morphology (KVEREK
et al. 2008), genetical (Kverek et al. 2008) and
ecological characteristics (SORJONEN 1986) and song
(SORJONEN 1986, LILLE 1988, VOKURKOVA et al. 2013).
The L. megarhynchos is polytypic (SVENSSON 1992),
widely distributed in Eurasia (CRAMP 1988), frequent
breeding and migratory species in Hungary (HARASZTHY
1998). The L. luscinia is a monotypic Species,
widespread in temperate Asia, Western edge of its area
extends into northeastern part of Hungary (CRAMP 1988,
HARASZTHY 1998).

Recently, ecological research on nightingales had a
greater emphasis in the northern part of their hybrid belt
(RETfFOVA et al. 2011). However, no comprehensive
analysis has been completed which characterize closely
related populations breeding sympatrically in several
aspects (e.g. morphological differentiations, habitat-
preferences, moult, phylogenetic relationships). Thus, I
found it necessary to give answers to all questions
emerged in this topic by complex investigations.

12



2. Aims

Nightingales occur in the whole region of the
Western Palearctic as regularly breeding species, which
are easy to catch, measure and mark, respectively.
Despite the commonness of the nightingale species, our
knowledge is very incomplete in connection with the
structure and characteristics of their populations.
Distributional, morphological and genetically pattern of
the Hungarian population of the nightingales are
unexplored inter alia, but no meaningful data on their
habitat-preferences, respectively.

My aims were specified as follows to:

1. Describe and compare morphological
characteristics of the breeding population occur in the
study area.

2. Specify the rate of hybridization and the
morphological description of hybrid individuals.

3. Investigate phylogenetical relationships of the
breeding populations.

4. Analyse the moulting strategy of breeding
nightingales.

5. Investigate the habitat-preferences of the breeding
populations.

6. Explain why reduced the population of the species
Luscinia luscinia from the questionable areas.

13



3. Materials and methods

Samplings were carried out at four study areas as in
River Bodva, Fels6-Tisza, Szatmar-Bereg Landscape
Protection Area and in the surrounding of Batorliget,
respectively in 2006-2013. Birds were captured during the
peak of the breeding season in May and June between
2006 and 2010 using different sizes of Ecotone® mist-
nets by tape luring (Busse 2000). All birds were
measured in millimeters based on the recommendations
defined by SVENSSON (1992) in the following succession:
maximal wing length, wing index (difference in length
between the first primary and wing tip), distance between
the wing point and the first secondary, relative length of
the first primary, length of the second-, third- and fourth
primary, tail length, bill length (measured to skull), bill
width (measured at frontal margin of nostrils) and tarsus
length. Further, indexes of wing-pointedness and wing-
symmetry were calculated as well (HOLyNski 1965).
Wing characteristics were measured with a plastic ruler
to the closest 1 mm, while for measure of the bill and
tarsus a metal calliper with the accuracy of 0.1 mm was
used. Body mass was recorded to the closest 0.1 g using a
60-g Pesola spring scale.

In total, 121 individuals were measured in the four
study areas (Bodva: n = 33, Fels0-Tisza: n = 38, Szatmar-
Bereg: n =23, Batorliget: n = 27) and random forest (RF)
and classification and regression trees (CART) were
used for morphological comparisons. Statistical analyses
were carried out using the software R 2.15.2 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM 2010).
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Further, a small (~30-40 ul) blood sample from the
brachial vein was collected and deposited in 1.5-2 cm®
Eppendorf-tubes filled with ethanol in a deep freezer at -
20 °C for process. After measurement and blood
sampling, all birds were ringed and released into the
wild.

Alignment of all DNA sequences and to set up their
phylogenetic relationships software MEGAS5 (TAMURA
2011), Modeltest 3.6 (POSADA & CRANDALL 1998) and
MrBayes 3.2.1 (RONQUIST & HUELSENBECK 2003) were
used. A PCR procedure was used to amplify the DNA
strands and the phylogenetic origin of the individuals was
determined on the basis of analyzing mitochondrial
cytochrome-c oxidase-1 (COI) sequences. The COI barcodes
of each individual were described, and genetically
differences between the marker genes and their DNA
sequences were identified. The marker sequences of the
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)
originated from Russia, Iran, Kazakhstan, Macedonia, South
Korea, Myanmar, Mongolia, Norway and Sweden. Each
COI sequences collected in the study area were also
deposited in the GenBank.

To analyze the moult of birds several a special
moulting-sheets were used in the field.

In addition, habitat-preferences of the four
populations were investigated, respectively. Habitat types
were described based on forestry data using ArcView 3.1
program (Esr1 1998). Values of habitat-preferences (Py)
were calculated by Ivlev-index (IVLEV 1961).
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4. New scientific results and conclusions

1.

| comprehensively examined characteristics of
morphology, moulting, phylogenetic relationships
and habitat-preferences in a contact zone of two
sister  species  of  nightingales  Luscinia
megarhynchos and L. luscinia in North-Eastern
Hungary between 2006 and 2013. | would like to
find signs for hybridization of the two species with
morphological and genetic studies and if so, in
what extent. In this context, I was looking for
relationships between hybridization and hypothetic
decreasing of the population of L. luscinia bred
near the Fels6-Tisza, previously.

| investigated morphological characteristics of four
populations  (called:  ‘Bddva’,  ‘Felsé-Tisza’,
‘Szatmar-Bereg’ and  ‘Batorliget’) in  the
northeastern region of Hungary. In total, 121
individuals were measured and compared with each
other on the basis of fourteen different biometrical
characteristics.

For the prediction of relevant morphological
variables RF and CART methods were effectively
used.

The statistical results confirmed that the four
populations can primarily be characterized by on
the basis of the relative length of second- , third-
and fourth primary (P,, P3, P4) and on bill length
(BL) and bill width (BW) secondly, while other
morphological traits showed greater similarities
between the populations. Further, these variables
highly correlated with each other.
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The morphometric analysis also confirmed that
nominotypical L. luscinia was extinct from the
Fels6 -Tisza. The morphometrical results showed
that interspecific hybrids of L. luscinia x L.
megarhynchos and L. megarhynchos can only be
found in the Fels6-Tisza and its surroundings,
presently. Based on utilized methods (linear model,
Levene's-test, random forests, classification and
regression trees, and linear discriminant analysis)
Szatmar-Bereg® population was significantly
differed from population of Bédva and Fels6-Tisza
and Batorliget. Thus, individuals of the Szatmar-
Bereg are considered as a morphologically
separated group.

According to my findings, extensive use of
classification models of RF and CART are
recommended for similar comparative
morphological studies.

In total, 6.92% of measured individuals were
interspecific hybrids (n=9). It suggests a high level
pressure of introgression takes place from the L.
megarhynchos to L. luscinia. The morphological
character displacements and the proportion of
hybrids refers a stable hybrid population.
Morphometrical characteristics are provided by
phenotypic plasticity. Their developments are also
affected not only by genetic but environmental and
ecological factors (e.g. temperature, habitat
structure, available food sources) (AGRAWAL 2001).
Recent evidence suggests that phenotypic plasticity
in bill morphology can occur in response to poor
conditions during development (GIL et al. 2008).
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10.

Regarding Luscinia species, it is proven that the
feeding place (ground level) and the rate tick
infestation are closely related (HORNOK et al.
2014). Since the general ecological characteristics
(e.g. diet, height of feeding place, habitat
specialization, distributional area) significantly
affect the rate of infestation by ectoparasites
(HorNOK et al. 2014), the prevalence of parasite
infestation may also play as specific selection
factor in habitat selection. Consequently,
adaptation to the environmental conditions can
promote  the  development  of  different
morphological characteristics in specified bird
communities (TELLERIA & CARBONELL 1999).

The phylogenetic results indicated that studied
populations clustered to haplotypes of Eastern
Europe. Using direct sequencing of DNA, a strong
evidence for a haplotype group of Szatmar-Bereg
(Bockerek Forest) was found, which had L.
megarhynchos morphology but of L. luscinia’
mtDNA. Based on the mitochondrial introgression
| suggest that former stand of L. luscinia ousted L.
megarhynchos from this area to peripheral habitats.
However, | did not find individuals which both
phenotypically and morphologically are L. luscinia
in the Szatmar-Bereg contrary to the L.
megarhynchos. Thus, presence of parental
specimens of L. luscinia has not been proven vyet,
thus, further research is needed.

Based on divergence time values obtained by
molecular clock, the two coexistent Luscinia
species might be separated before the last
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11.

Pleistocene glaciation cca. 13.000 years ago.
Szatmar-Bereg®” L. luscinia population might be
diverged from its Eastern European stands
approximately 1.300 years ago, and then colonized
the studied region. It suggests introgression process
did not begin in the past decades, but much earlier.
Consequently, it is unlikely that gene flow have
been started recently between the two species by
human impact solely. The other three populations
were genetically homogeneous suggest there was
not enough time to accumulate a significant
mutation in their mitochondrial genes to separation.
Further interesting results of the genetic analyses
was that interspecific hybrids are closest to the
Batorliget’ population nor the others. The
phylogenetic relationship between Batorliget and
the Eastern European populations suggests that
isolated refuge nightingale’ stand of Batorliget
might be a focal point for recolonization to the
surrounding areas.

| investigated the moulting system of the four
populations during the breeding season. Twenty
four (15.6%) moulting individuals of all
investigated birds were captured in Batorliget only.
Their showed the common postnuptial moulting
pattern. However, the exchange of the primaries
has already completed partially in those individuals
at the beginning of June, so they had to begin the
moulting earlier than usual (about 30-40 days
earlier in May). Nine birds almost finished the
change of the primaries, but their moulting did not
extend to the secondaries.This strategy has not been
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12.

13.

reported in adult nightingales under breeding
period in Hungary yet. The early moulting could not
caused by hybrid sterility in case of male
individuals. Thus, it suggest that early onset of
moulting process may be a natural part of those
population’s annual life cycle. The possible
explanations for this outlier moulting pattern can be
found in invironmental changes, the quality and
quantity of available food resources or time stress
for example. This novel result showed that
moulting system is not always uniform between
genetically closely related populations, but some of
them follow alternative strategies. However, to
obtain a better overview of moult during the
breeding season, further research is recommended.
I confirmed that the four investigated populations
did not differ significantly in their habitat-
preferences. | found that selection of territories is
not affected by the naturalness of habitat types
which refers to adaptive plasticity. Thus, in case of
investigated sympatric populations of nightingales,
habitat selection might be depended on other
special requirements for microhabitats (e.g.
presence of suitable thickets and undergrowths) for
nestlings.

Based on the present results, in relation to the
population of the Fels6-Tisza DNA tests gave
PCR-negative result for L. luscinia, suggests this
species has disappeared from its former breeding
stand. The first potential cause is the habitat
fragmentation, while on the other hand, the intense
hybridization with L. megarhynchos and as a result,
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the hybrid sterility by post-zigotic isolation.
Intensive  competition  of  nightingales s
strengthened by the modification of the habitat
structures as evidenced by high rates of
interspecific hybrids.
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