A ’Genetikai polimorfizmus és foldrajzi variabilitas kdrpat-medencei endemikus lepke
taxonok populacidiban’ c. OTKA palyazat (T 046612) zarojelentése

A pélyazat célkitiizése az antropogén hatdsok eredményeként kialakulo habitat fragmentécio
genetikai kdvetkezményeinek tanulmanyozasa volt. Vizsgalataink sordn a genetikai
valtozatossag szintjét és szerkezetét tartuk fel két Lycaenidae faj (Aricia artaxerxes issekutzi
és Plebejus sephirus) populécidiban. Eredményeink alapjan megallapitottuk a differencialodas
mértékét és mintazatat a populéciok kozott, vagyis felmértik a fragmentélodas és az izolacid
hatasat a variabilitds szerkezetére. Osszefiiggést kerestiink tovabba a populaciok
természetvédelmi statusza (habitat zavartsagi szintje, populacioméret, izolacid foka) és
variabilitdsuk mertéke kozott.

Mintak

Aricia artaxerxes issekutzi — 2002 és 2004 kozott a Bukk-hegységben 3 populéciobdl tértént
mintavétel (Zsido-rét, Kecskeldb-rét, Nagymezs). Az Aggteleki Karszt terlletérol a 3 év alatt
Osszesen 22 minta szarmazott 8 populacidbdl (Tohonya-volgy, Szo6léhegy, Teresztenyei-
fennsik, Ménes-volgy, Szelcepuszta, Dénes-t0bor, Haragistya, Hacava).

Plebejus sephirus — 2001 és 2005 kozott 3 populaciobol tértént mintavétel: Soshartyan, Tokaj
és Szentendrei-sziget. Ez utobbi populacioban csak 2001-ben tértént gydijtés. Igy a 3 év alatt
0sszesen 12 minta szarmazott a 3 populaciobol.

Az enzim polimorfizmus vizsgélata

Aricia artaxerxes issekutzi — A variabilitds mértéket 19 enzim lokuszon vizsgaltuk, melyek
kodzil 2-nél egyik mintdban sem jelent meg alternativ allél. Egy lokuszon csak egy mintéban
talaltunk alternativ allélt, mig 3 tovabbi esetében a legtébb minta monomorfnak muattkozott.
Ugyanakkor szdmos lokuszon tapasztaltunk rendkivill magas allélszdmot (8, 10, 11, sét 20).
Igy az A. artaxerxes issekutzi teljes allélkészlete 126-nak adddott a 19 vizsgalt lokuszon.
Plebejus sephirus — A variabilitas mértékét 14 enzim lokuszon vizsgaltuk, melyek kozul
ketton egyik mintaban sem jelent meg alternativ allél. Alacsony szintt variabilitast mutatott,
egy tovabbi lokusz. Tobb lokuszon tapasztaltunk viszont relative magas allélszdmo (5, 6 és 8).
A P. sephirus teljes allélkészlete 55-nak adodott a 14 vizsgalt lokuszon.

Eredmenyek
Aricia artaxerxes issekutzi

A polimorfizmus mértéke:

Az A. artaxerxes issekitzi populaciokban magas szintti variabilitast tapasztaltunk: az atlagos
allélszam lokuszonként (na) 2,97-nek, a polimorf 16kuszok aranya (P) 66.6%-nak, mig az
atlagos heterozigodta gyakorisag (H) 0,270-nak adodott a 27 mintaban. Kiszamitottuk tovabba
azt is, hogy a faj teljes allélkeészletének az egyes populdcidk milyen hanyadat hordozzak (A).
Megallapitottuk, hogy a mintak atlagosan a faj teljes allélkészletének a 48%-t tartalmaztak. A
polimorfizmus mutatéi jelentésen kiilonboztek az egyes populacidkban (1. abra). A régiok
szintjén azonban szignifikans kilonbségek csak ket paraméterben (na:Fi25=32,1 P<0,001;
A%: ¥%1=21,29 P<0,001) mutatkoztak, amelyek jelentdsen magasabbak voltak a karszti
populaciokban mint a bukkiekben.
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1. abra: Az Aricia artaxerxes issekutzi populaciék polimorfizmusanak mutatoi az egyes
populaciokban. na: lokuszonkénti atlagos allelszam; A%: a faj allélkészletének hanyada; P:
polimorf lokuszok aranya, H: atlagos heterozigota gyakorisag.
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2. abra: A kilonb6zé gyakorisagt allélok megoszlasa az Aricia artaxerxes issekutzi
mintakban. Sotét satirozas: fixalddott allél; kdzepesen erés satirozas: gyakori allél; gyenge

satirozas: ritka allél.



A mintakban 6sszehasonlitottuk a kilonb6zé gyakorisaggal eléforduld allélok
megoszlasat. Harom kategoériat kilonitettink el: fixalodott allel (p=1); gyakori allél
(0.051<p<1); ritka allél (0<p<0,050). A két régid jelentés kuldnbséget mutatott az allélok
megoszlasaban (x%=32,06 P<0,001). A karszti mintakban gyakrabban fordultak elé ritka
allélok, mig a bukkiekben nagyobb szdmban jelentek meg a fixalddott allélok (2. bra).

A populdcidk kozotti genetikai differencialddads mértéke

1. tablazat: Az F-statisztika és a Fisher-féle egzakt teszt eredményei. Fir: a totélis genetikai
varianciat reprezentald index; Fis: a mintakon belili varianciat reprezentalo index; Fsr:
fixacids index, ami a mintak kozotti varianciat rerezentalja. A zarojeles szdmok azt mutatjak,
hogy hany lokuszon volt szignifikans a differencialodas a mintak koézott. **: 0,01<P<0,05;
***: P<0,001.
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Az F-statisztika eredmenyei alatdmasztottdk a populéciok magas szintii variabilitasat
(1. tablazat: Fr). A variabilitas nagyobb hanyada mutatkozott a populaciokon beldl (1.
tablazat: Fs koefficiens). A szignifikans Fs értékek szamottevo heterozigo6ta hianyra utaltak a
populaciokban. A genetikai differencialodas az 6sszes minta kézott szignifikans volt ugyan,
de mértéke alacsonynak adodott (1. tablazat: Fst). Ugyanakkor a fixacios index csaknem
minden lokuszon szignifikansnak mutatkozott (1. tablazat: Total — 15/17=0.88).

Mivel az A. artaxerxes issekutzi populéaciok két foldrajzi régiobdl szarmaztak, lehetové
valt a variabilitas foldrajzi mintazatanak tanulmanyozasa is. Ennek elsé lépéseként elvégeztiik
az F-statisztikat sztikitett adathalmazon, a két régio mintéira kulon-kulon. Az eredmények azt
mutattak, hogy a régiokon belil alacsonyabb volt a differencidlédas mértéke, mint a teljes
adathalmazra szamitva (1. tablazat). Kilénosen nyilvanval6 volt ez a differencialis lokuszok
aranyat tekintve (1. tablazat: Karszt — 10/16=0.63; Bikk — 1/15=0.07). Hasonl6 eredményt
kaptunk a Fisher-féle egzakt tesztben is (1. tablazat: Karszt — 11/16=0.69; Blkk — 3/15=0.2).
Ugyanakkor az eredmeények azt is mutattak, hogy a bikki mintak kozotti differencialddas
alacsonyabb szintii volt, mint a karsztiak kozott. Ez a kilénbség mind az Fst értékekben,
mind pedig a differencialé lokuszok szamaban megmutatkozott.

A kovetkezo lépésben kiszamoltuk a mintak kdzotti Nei-féle genetikai tavolsagokat, és
a tavolsagmatrix alapjan dendrogramot szerkesztettiink. A dendrogram egyértelmiien mutatta
a két foldrajzi régidbdl szarmazd mintak elkilonllését (3. abra). Az azonos populaciébdl
szarmaz6 mintdk azonban a dendrogram kiilonbdz6 agaiban klaszterezédtek. Ez arra utalt,
hogy az allélfrekvencia jelentés mértékben fluktual generaciordl generéciora.

A genetikai variancia szerkezetét AMOVA segitségével is tanulmanyoztuk. Ebben az
analizisben a genetikai varianciat felosztottuk mintdkon beluli és mintak kozotti
komponensekre. A mintak kozotti varianciat tovabb bontottuk populacion belili (generaciok
kdzotti variancia) és populaciok kozotti (térbeli variancia) komponensekre. A térbeli variancat
pedig régidkon belili és régiok kozotti tagokra valasztottuk szét.
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3. dbra: A Nei-féle genetikai tavolsagok alapjan szerkesztett UPGMA dendrogram.
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4. abra: A teljes genetikai variancia tagolodasa az A. artaxerxes issekutzi populaciokban az
AMOVA eredménye alapjan.

Az A. artaxerxes issekutzi popul&cidk esetében a genetikai variancia 96%-a a
mintakon belll mutatkozott, és csak 4%-at magyaraztak a mintak kozotti kalonbségek (4.
abra). A minték kozotti teljes variancianak csaknem a fele (48,6%) a populaciokon beldl volt
megfigyelhet6é (generaciok kozotti variancia, azaz idébeli variabilitas). A térbeli variancia
(populécidk kozotti komponens) kdzel azonos ardnyban oszlott meg a régidkon belll és a
régiok kozott (4. abra). A regiok kozotti komponens relative magas aranya szintén azt
tdmasztotta ala, hogy az A. artaxerxes issekutzi populaciok genetikai varianciajanak foldrajzi
mintazata van.
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5. abra: A fékomponens analizis eredményei. Az els6 tengely a variancia 31,5%-t, mig a
masodik a 12,3%-t magyarazta



A fékomponens analizis eredményei alatamasztottak a genetikai variabilitas foldrajzi
mintazatat. A mintakat jelkepez6 pontok két jol elkilonilt felhot alkottak a valtozok redukalt
tereben (5. abra). A két régioé mintai az elsé tengely mentén differencidlodtak. Ez a tengely a
teljes genetikai variancia 31,5%-t magyarazta. A tengely kialakitdsaban elsésorban a Got és
az Est lokuszok vettek részt.

Plebejus sephirus

A polimorfizmus mértéke

= sz

atlagos mintaszam; na: lokuszonkénti atlagos allélszam; A%: a faj teljes allélkészletének a
populacioban megjelené hanyada; P: polimorf lokuszok aranya; H: atlagos heterozigdta
gyakorisag; Fis: a genetikai variancia mintakon bellli komponensét jellemz6 index.

POpUlé.Cié N Na A% P H Fis
Tokaj 24,3 2,18 70,9 64,3 0,250 0,246***

Séshartyan 35,3 2,05 69,1 51,4 0,199 0,217**

Szentendre 14 2,11 56,4 57,1 0,224 0,181*
Atlag 245 2,11 65,4 57,6 0,224 0,229**

A P. sephirus populaciokban magas szintt variabilitast tapasztaltunk: az tlagos allél
szam lokuszonkeént (na) 2,11-nek, a polimorf lokuszok aranya (P) 57,6%-nak, mig az atlagos
heterozigota gyakorisdg (H) 0,224-nek adodott a 12 mintaban (2. tablazat). Kiszamitottuk
tovabba azt is, hogy a faj teljes allél készletének az egyes populdciok milyen hanyadat
hordozzék (A%). Megallapitottuk, hogy a mintdk atlagosan a faj teljes allél készletének a
65,4%-at tartalmaztdk. A polimorfizmus mutatdi jelentésen kuldnboztek a tokaji és a
soshartyani populaciokban. A kiilonbségek két paraméterben szignifikdnsnak mutatkoztak:
atlagos allél szdm (na: P=0,008) eés atlagos heterozigdta gyakorisag (H: P=0,002). Mindkét
mutato jelent6sen magasabb volt a tokaji mintdkban, mint a séshartyaniakban.
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6. abra: A kiilonbdzé gyakorisagu allélok megoszlasa a tokaji és a soshartyani populacioban
gyiijtott mintakban.

Osszehasonlitottuk a mintdkban a kilonb6zé gyakorisaggal eléforduld  allélok
megoszlasat. Harom kategoériat kilonitettink el: fixalodott allel (p=1); gyakori allél
(0.051<p<1); ritka allél (0<p<0,050). A két populacié (Tokaj és Soshartyan) kiilonbséget
mutatott az allélok megoszlasanak egyenletességében. Mig a soshartyani mintakban a ritka és
a fixalodott allélok szdma kozel azonos volt a vizsgélt években, addig a tokaji mintakban az
allél szam fokozatosan ndvekedését figyeltiik meg (6. abra). Megallapitottuk, hogy az allél
szdm novekedése elsésorban a ritka allélok szdmanak ndvekedésevel magyardzhaté (7. &bra).
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7. abra: A mintdk 0Osszes (A) és ritka (®) allél szdma a tokaji populécidban gyiijtott
mintékban.

A populdcidk kozotti genetikai differencialddads mértéke

Az F-statisztika eredmenyei alatdmasztottdk a populéciok magas szintii variabilitasat
(3. tablazat: Fr). A variabilitdas nagyobb hanyada mutatkozott a populaciokon beldl (3.
tablazat: F\s koefficiens). A szignifikans Fs értékek szamottevo heterozigo6ta hianyra utaltak a
populaciokban. A genetikai differencialédas az egyes populaciokbol kilonbdzé években
gyijtott mintak kozott szignifikdns volt ugyan, de mértéke alacsonynak adddott (3. tablazat:



Fst). Ugyanakkor a fixacios index populacidk kozotti értéke magas volt, és csaknem minden
lokuszon szignifikansnak mutatkozott (3. tablazat: Total — 10/12=0,83).

3. tablazat: Az F-statisztika es a Fisher-féle egzakt teszt eredményei. Fr: a totalis genetikai
varianciat reprezentald index; Fis: a mintakon belli varianciat reprezentald index; Fsr:
fixacios index, ami a mintak kozotti varianciat rerezentalja. A zarojeles szamok azt mutatjak,
hogy hany lokuszon volt szignifikans a differencialodas a mintak kozott. **: 0,01<P<0,05;
***: P<0,001.

Fir Fis Fst Fisher teszt
_ 0.026** i
** *%*
Tokaj 0.265 0.246 (6/11) (6/11)
] ) 0.029** i
Soshartyan 0.239** 0.217** (3/11) (5/11)
, 0.195** o
** * %
Total 0.380 0.229 (10/12) (10/12)
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8. dbra: A Nei-féle genetikai tAvolsagok alapjan szerkesztett UPGMA dendrogram a Plebejus
sephirus mintakra.



A kovetkezo lépésben kiszamoltuk a mintak kdzotti Nei-féle genetikai tavolsagokat, és
a tavolsagmatrix alapjan dendrogramot szerkesztettiink. A dendrogram egyértelmiien mutatta
a harom popul&cidbol szarmazé mintak elkulonulését (8. abra). A kilénbdzé években gyajtott
mintak azonban nem klaszterezédtek szisztematikusan a dendrogram kilénb6ézé agaiban. Ez
arra utalt, hogy az allélfrekvencia bizonyos mértékig fluktual generaciordl generéciora.
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9. abra: A teljes genetikai variancia tagoldédasa a P. sephirus mintdkban az AMOVA
eredménye alapjan.
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10. abra: A P. sephirus mintak allélfrekvencia adatai alapjan vegzett fékomponens analizis
eredmeényei. Az els6 tengely a variancia 69,4%-at, mig a masodik a 14,7%-at magyaréazta.



A P. sephirus mintdk esetében a genetikai variancia 80%-a a mintakon belll
mutatkozott, mig 20%-at magyaraztdk a mintak kozotti kulonbseégek (9. abra). A mintak
kozotti teljes variancidnak csak kis hanyada (3%) volt megfigyelheté a populécidkon belil
(generaciok kozotti variancia, azaz idébeli variabilitas). Ezzel szemben a populaciok kozotti
komponens, vagyis a térbeli variancia meglehetésen nagy hanyadat (17%) tette ki a mintak
kozotti totalis variancianak (9. abra).

A fokomponens analizis eredményei alatdmasztottdk a populaciok kozotti jelentds
mérteki differencialddast. A mintakat jelképez6 pontok harom jol elkulonalt felhot alkottak a
valtozok redukalt terében (10. abra). A tokaji és a sdshartydni minték az elsé tengely mentén
differencialodtak. Ennek a tengelynek a kialakitasaban elsésorban a Me és Pgm lokuszok
vettek részt. Ugyanakkor a szentendrei minta a 2. tengely mentén kulonilt el a masik ket
populaciotdl, melyet féleg a Me és az Adh lokuszok hataroztak meg.

Osszefoglalas

Az A. artaxerxes issekutzi populéciok rendkivil variabilisak, ugyanakkor alacsony kdzottik a
genetikai differencialodds mértéke. A populaciok genetikai szerkezete foldrajzi mintézatot
mutatott. Kimutattuk a faj bukki populacidinak alacsony szintii variabilitdsat a karszti
populaciokhoz képest. A Bikkben a populdciok habitatjai egyre jobban beszikiltek és
atalakultak, ezert a populaciok mérete jelentésen lecsokkent. A Kisméreti populacidkban
megindult a genetikai variabilitas er6zidja, amely mindenek elétt az allélszam csokkenésében,
a ritka allélok elvesztésében nyilvanul meg. Az a tény, hogy a bukki populaciok kdzott nem
mutatkozott magasabb szint( differencialodas, mint a karszton élé6k kozoétt arra utal, hogy az
egyedszam csokkenés nem régen kovetkezett be.

A P. sephirus populaciok valamivel kevésbé varidbilsak, mint az A. artaxerxes
issekutzi populaciok, ugyanakkor a genetikai differencialédas mértéke sokkal magasabb
kozottuk. A tokaji populécioban kimutattuk, hogy 2000-ben a variabilitas relative alacsony
szinti volt, ami fokozatosan nétt 2005-ig. A tokaji habitatban ugyanis 2000-ben tiiz pusztitott
a vegetacids periddus elején, ami a P. sephirus populécié szamottevé hanyadat elpusztitotta.
A palacknyak hatas eredményeként lecsokkent a populécié variabilitasa (alacsony allél szam
és heterozigbta gyakorisag). 2000 és 2005 kozott azonban a populécid regeneralédasaval
parhuzamosan nétt az allélok, elsésorban a ritka allélok szama.
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