Zarojelentés
1. El6zmények

A gubacsképzddés az dllat-novény kolcsonhatds egyik leglatvdnyosabb formdja, amely a
rovarok korében is tobb alkalommal megjelent az evolicié sordn. Ez utébbi csoportokban a
gubacs képzOdését alapvetden a rovar szabdlyozza, mechanizmusa azonban ismeretlen. A
gubacs védelmet nytjt az abban fejlodé larva szdmadra, habéar az Osszetett struktira adaptiv
természete szintén nyitott kérdés. Szerkezeti felépitése, helye (ndvényi szerv: ag, szdr, levél,
barka stb.) és a gubacsképzddés ideje valtozatos, am leginkdbb a gubacsképzdre specifikus
(Stone et al 2002, Stone & Schonrogge 2003).

A legvaltozatosabb forméju és egyben legbonyolultabb szerkezetii novényi gubacsokat
a gubacsdarazsak (Hymenoptera, Cynipoidea, Cynipidae) fajai okozzdk. Mintegy 1400 leirt
fajukkal a masodik legnagyobb csoport a gubacsokozé rovarok kozott. Eletmenetiik
véltozatos, a csoport egy részére ivaros €s ivartalan generdciok is jellemzdek, mely sordn a
kiillonbozé generdciokba tartozd egyedek gyakran mas fajokon és novényi szerveken
fejlodnek ki. Valdszinli, hogy egyes ndvényevo fémfiirkészekhez hasonldan a gubacsdarazsak
is masodlagosan tértek 4t (vagy vissza) a parazitoid életmdodrol a fitofag tapldlkozasra,
monofiletikus eredetlieck (Ronquist 1999, Stone et al 2002, Nylander 2004, Stone et al in
press).

A gubacshoz a gubacsképzd dardzson kivill még szdmos mds rovar is kotodik. A
gubacsban kifejlédd, kiilonbozé rovarcsoportokba tartozdé tarsbérld (inquilin) rovarok,
valamint az altaldban fémfiirkészek kozé tartozd parazitoid darazsak egy zart kozosséget
alkotnak, melyek kedvelt modelljei kiilonféle 6koldgiai és evolicids vizsgalatoknak.

1.1 Taxondmia, filogenetika

A Cynipidae csaldd hat nemzetséget magédba foglal magdba. Az dltaldban lagyszari
novényeken €10, parafiletikus Aylacini nemzetség (92 faj) a gubacsdarazsak bazdlis
csoportjanak tekinthetd, melybdl morfolégiai és DNS vizsgédlatok alapjan alapvetéen két
csoportot lehet levezetni. Ezek életmddjukban is kiillonbdznek egymastdl. Az elsd csoportba a
rézsdkon fejlodé Diplolepidini (62 faj), az Acer valamint Nothophagus gazdandvényen
fejlodd Pediaspidini (5 faj), az Acacia €s Prosopis gazdakon él6 Eschatocerini (3 faj),
valamint a tolgyon gubacsot képz6 darazsakat magaba foglalé Cynipini (kb. 1000 faj) fajai
tartoznak (pl. Melika 2006).

Az életmenet tekintetében masik csoportot alkoté tarsbérld életmodu fajokat Synergini
(159 faj) nemzetségbe soroljak. A tarsbérlok nem képesek 0ndllé gubacsképzésre, mas
gubacsdarazsak altal okozott gubacsokban fejlddnek. Egy fejlédé gubacsban azonban mar
képesek larvakamrat, taplaloszovet differencidciot indukdlni. Jelenlétiik lehet semleges a
gubacsképz0 szdmdra (kommenzalizmus), azonban gyakran dardzs gazddjukat elpusztitjak, ez
utobbi fajra jellemzd sajatossdg is lehet. A kapcsolat specidlis abban a tekintetben, hogy a
gazda és tarsbérld viszonylag szoros filogenetikai rokonsdgban éll egymadssal — tipikusan
mindkettd gubacsdarazs (Cynipidae) — azonban a tarsbérlok nem kozvetleniil gubacsképzd
gazd4jukbdl szarmaztathatéak, amint példaul gubacstetveknél tapasztalhatunk (Miller &
Crespi 2003). Ennek kovetkeztében gazdaspecifitisuk sem egyértelmil.

A Synergini nemzetség evolicids eredete a mai napig vitatott. Imdgd morfoldgian
alapul6 filogenetikai elemzések alapjan monofiletikus, az Aylacini nemzetség Diastrophus és
Xestophanes nemeihez 4all a legkozelebb. Azonban az eredmény kis fajszdmu elemzésen
alapul. Eldzetes részletesebb morfologiai és molekuléris filogenetikai eredmények 1is
ellentmondanak ennek (Nylander 2004). Ma egyértelmiibbnek t{inik, hogy polifiletikus — a



tarsbérld életmdéd tobbszor alakulhatott ki a gubacsdarazsak csaldadjan belil, a mi
eredményeink is erre utalnak (Acs et al kézirat). A Synergini nemzetség nyolc neme — a
specidlis dél-afrikai Roophilus kivételével, amely Rhus fajokon taldlhaté lepkegubacsban
fejlodik — jorészt Holarktikus elterjedésti. A Nyugat Palearktikumban ismert 48 Synergini
fajbol 29 Magyarorszagon is megtaldlhat6 (Pujade Villar et al 2003, Melika 2006).

1.2 Elterjedés, gazdaspecificitas

A gubacsdarazsak szoros kapcsolatban allnak a gazdandvényiikkel, ezéltal biogeografiajuk is
szorosan Osszefiigg azok foldrajzi elterjedésével. A gubacsdarazsak alapvetéen az északi
félteke mérsékelt éghajlatd  vagy mediterrdn teriileteire jellemzdek, elterjedésiik
nagymértékben tiikkr6zi a novény gazddik foldrajzi elterjedését. A Nyugat Palearktikum
tolgyfajai két szekcidba sorolhatdak: hozzavetdleg 13 a Cerris valamint 16 a Quercus sensu
stricto szekcidba tartozik. Molekuldris filogenetikai elemzések eredményei alapjan a Quercus
nemzetség két kordn szétvald dganak képviseldi. A tolgyek jelentds, sokszor domindns alkotéi
szamos Nyugat Palearktikus fas tarsuldsnak. Figyelembe véve a kiilonbozé teriiletek
Pleisztocén eljegesedésének torténetét, valamint talajtipusokban és klimatikus tényezOkben
taldlhat6 kiilonbségeket, 6t 6 tolgy diverzitdsi centrumot, déli refigiumot, illetve egy jorészt
Osszefiiggd, a refligiomoktdl északra elhelyezkedd régiét tudunk elkiiloniteni. 1) Ibériai
félsziget és az Atlasz hegység kornyéke (Maghreb), 2) Appenini félsziget (Itdliai refigium),
3) Balkadn refugium(ok), 4) Torokorszdg (Anatélia és Taurus hegység) és Levant, 5)
Kaukézus, Irak és Iran (Zagros és Alborz hegységek). Délkelet-Magyarorszag a Balkan régi6
peremvidékén fekszik ebben a felosztdsban (Stone et al in press).

Legujabb eredmények szerint a tolgy gubacsdarazsak (Cynipini) Palearktikus
eredetliek, és a nearktikus régioban taldlhaté diverzitasi centrumuk nagy valdszinliséggel
masodlagos radidcié eredménye — novény gazddjukhoz hasonléan (Stone et al in press). A
tolgy gubacsdarazsak alkotjdk a Cynipidae legfajgazdagabb csoportjat. Magyarorszagrdl 11
nembe tartozd 95 tolgy gubacsdardzs faj ismert, ezaltal hazank fajgazdagsdga a legmagasabb
Eurépaban, koszonhetdéen annak is, hogy egyike legrészletesebben feltart teriileteknek. A
Magyarorszagon tapasztalt magas fajgazdagsdg részben azzal is magyardzhatd, hogy
hazankban mind a két tolgy szekcid tagjai képviseltetik magukat, igy megtaldlhatéak a
mindkét generdcidjukkal a Quercus sensu stricto szekcié fajaihoz (pl. Biorhiza, Cynips és
Trigonaspis, illetve az Andricus és Neuroterus néhany faja), mindkét szekcidhoz (tolgy
szekci6 valtok, szamos Andricus és az 0sszes Callirhytis) és a Cerris szekcid fajaihoz kotdédo
gubacsdarazsak egyardnt. Ez utébbiba sorolhaté az Aphelonyx, Dryocosmus (a
szelidgesztenyén €16 Dryocosmus kuriphilus kivételével), Plagiotrochus, Pseudoneuroterus,
néhiny Neuroterus és a tarsbérld, de sajatos gubacsforméval rendelkezd Synophrus.

Az emberi beavatkozds szamos ponton hatdssal van a gubacsdarazsak elterjedésére is.
Valodszinlileg meghataroz6 tényezd a tolgyerdok eltlinése kovetkeztében eldéllé fragmentécid
és populdcié méret csokkenés. Madsrészt a csertolgy északi €s nyugati betelepitései a
gazdavilté fajok elterjedési teriiletének kiterjedését vontak maguk utdn az elmult 400 évben
(pl. Andricus kollari). A kolonizdldst a gubacs kereskedelem is felgyorsitotta, szinte
kibogozhatatlannd téve az elterjedési mintazatot (Stone et al 2007).

Néhany gubacsképz0 fajra azonban a filogeografiai rekonstrukcié lényegében semmi
meglepd eredményt nem hozott. Példdul az alapvetden mediterrdan elterjedésti, gazdavaltd
Andricus quercustozae Iran-Torokorszagtol Marokkoig el6fordul ma is, minden feltételezett
refugidlis teriileten jelen lehetett az utolsé eljegesedés idején (Rokas et al 2003). Legnagyobb
valtozatossagot a torokorszagi populdciok mutattdk, és feltehetden az északibb teriiletek
koloniz4cidja is alapvetéen innen torténhetett (,,Out of Anatolia” hipotézis). Emellett az
eredmények a magyarorszagi és olaszorszagi populdcidk kozott késObbi géndramlasra



utalnak. Ibéria alapvetden izoldlt, alacsony genetikai diverzitast mutat. Emellett egy uj tolgy
gazda faj kolonizacidja révén egy genetikailag és bioldgiailag is jol elkiiloniil6 rassz jott 1étre.
A felvazolt elterjedési torténet alapvetden haplotipusok jelenlétén vagy hidnyén alapul.

Gazda szerinti differencidcié akar fajképzodéshez vezethet, gazda rasszok jelenléte
novényevl rovarokndl és parazitoidokndl feltehetden gyakori (pl. Miller & Crespi 2001,
Stireman et al 2005). A gazdavéltas a gubacsdarazsakndl ritka esemény (Cook et al 2002). Ez
igaz mind a tolgy szekcidk, mind a novényi szervek kozotti valtasra. Ez aldl a Synophrus
latsz6lag kivételt képezett, eredményeink azonban tobb Uj, gazdandvény szerv specifikus
csoportra utalnak (Pénzes et al kézirat).

2. Médszerek.

A molekuldris markerek természetiikb6l addédoan kiilonb6zé mértékli valtozatossagot
mutathatnak, eltéré evolicids sebességgel jellemezhetdek egy leszdrmazasi soron beliil is. A
magi 28S riboszomdlis RNS-t kédol6 szakaszok példdul a konzervativabbak kozé tartoznak.
Gubacsdarazsak esetén a 28S rDNS D2 régidja példaul nemek, esetleg fajok szintjén mutat
megfeleld valtozatossagot, D1 régidja éltaldban ennél nagyobb idoléptékli kérdésekben
alkalmazhaté. A mitokondridlis citokréom c¢ oxiddz I alegységének génje vagy a citokrom b
(cyt b) ennél lényegesen valtozatosabb. A gyakorlatban 4ltaldnosan elfogadott, hogy a
molekuléris evolicié specialitdsai miatt a molekuldris filogenetikai becslést a morfoldgiatol
fiiggetlennek tekintik, a morfologiai és molekuldris alapu filogenetikai kovetkeztetések
egymas hidnyossagait kiegészitik. Molekuldris markerek a filogenetikai és filogeografiai
torténeti rekonstrukciok mellett hasznos segédeszkoznek bizonyultak az életmenet vizsgalatok
soran is. Példaul gazdavaltdé gubacsképzd fajok kiilonb6zd generdcidjanak egyedei
morfoldgiailag olyan mértékben kiilonboznek, hogy néha kiilon nemként keriilnek leirasra (pl.
Melika 2006). DNS szekvencidk alapjan szamos ilyen generdciopart sikeriilt beazonositani.
Molekuléris filogenetikai rekonstrukciokhoz a magi 28S rDNS egyes DI1-D5
régidinak, illetve a mitokondridlis ctokrom c oxidat I alegység (COI) és cyt b gének egy
szakaszdnak szekvencidjat haszndltuk fel. Részletes protokollra lasd Acs et al 2007. A
mitokondridlis szekvencidk illesztése altaldban kézzel is gond nélkiil kivitelezhetd, a 28S
rDNS szakaszok esetében a szerkezeti kényszereket is figyelembe vettiik (szerkezet alapjan az
illesztés kézzel tortént a Cynipidae, Figitidae modellekhez). A filogenetikai rekonstrukcié
alapvetéen maximum likelihood (ML) és Bayes moédszerekkel tortént, a mddszerekre vald
érzékenység teszteléséhez a kapott fak topoldgidjat tavolsag alapu (pl. Neighbour joining) és
parszimOnia alapi moédszerekkel kapott eredményekkel minden esetben Osszevetettiik. Bayes
és ML rekonstrukciéhoz a megfeleld szubsztiticiés modellt tesztek eredményei (LRT, AIC)
alapjan vélasztottuk ki. Az elemzéseket éltaldban kiilon particidkra bontva (pl. COI, cytb
kodon pozicidk, 28S rDNS stem-loop struktira, gap kezelése karakterként) is elvégeztiik.
Felhaszndlt fontosabb szoftverek: PAUP, PhyML, MrBayes, ClustalX, Modeltest, TNT,
Mega, R. Amennyiben fajon beliili valtozatossag kérdése is felmeriilt, a filogenetikai szignal
meglétét likelihood mapping (Tree Puzzle) és konfidencia hdldzatok (Splitstree) segitségével
ellendriztiik. A kozlés alatt, illetve eldtt all6 eredményekre részletesebben kitérek.

3. Eredmények

3.1. Dryocosmus - Chilaspis taxonomia és filogenetika

A gyljtések soran szdmos, altalaban ritkdnak tekintett gubacsképzd faj is elOkeriilt, ide
tartoznak a tipikusan Cerris szekcibhoz kot6dd Dryocosmus és Chilaspis. A csoportra a gazda



specificitdsa tekintetében sajatos, Europdba néhdany éve Kindbdl behurcolt és jelentds kdrokat
okozo szelidgesztenye kartevd, a Dryocosmus kuriphilus hivta fel a figyelmet. Mdésrészt
egyediilalléan a Cerris szekcioban nearktikus fajokat is magéba foglal a csoport. Noha ezzel a
f6 kutatasi irdnytol eltértiink, egy késébbi D. kuriphilus elleni bioldgiai védekezésre irdnyuld
pélydzat reményében a csoport filogenetikai helyzetét megvizsgaltuk (Acs et al 2007).

Molekularis filogenetikai €és az azt kovetd morfoldgiai elemzések alapjan a Chilaspis
nemet a Dryocosmus-ba szinonimizéltuk, amely igy médr egy monofiletikus csoportot alkot,
magaba foglalva a D. kuriphilus-t. Emellett két kordbbi Dryocosmus fajrdl kideriilt, hogy egy
faj életciklusdnak két kiillonboz6 stadiumdardl van sz6 (D. cerriphilus). Talan a gubacsdarazsak
evoludcidja szempontjabdl a legfontosabb eredmény az egységes Cerris szekcioba kimutatdsa:
a tobbi Cerris szekcidba tartozo fajjal asszocidlodva a gubacsképzdk egy koran levalt
csoportot képeznek, mindossze két gazdanovény viltdssal (Acs et al 2007).

3.2 Synergini taxonémia és filogenetika

Az els6 Synergus umbraculus eredmények alapjdn nyilvanvaléva vélt, hogy a csoport
részletes filogenetikai elemzése nélkiil nem tudunk tovabblépni. Egyrészt a gubacsképzoknél
tapasztaltak alapjdn egyes mintdk fajszintet meghaladé genetikai kiilonbségeket mutattak.
Masrészt az elmult évek Nyugat-Palearktikum jelentds részét lefedé gytijtéseibdl szarmazd
mintdk elemzése sordn tobb kordbbi diagnosztikai jellemzOrdl beigazolddott, hogy akér
jelentds valtozatossdgot mutathat nagyobb foldrajzi 1éptékben. A morfoldgiai karakterek
részletesebb elemzése Hymenoptera szinten is folyamatban van (Miké et al 2007), amely
hatdssal van az egyes taxonokban felhasznélt karakterek prioritdsara is. Az Uj, gyakran méar
filogenetikai megfontoldsokon alapulé karakterek alkalmazdsa maga utdn vonta szdmos faj
szinomizdldsit vagy uj taxonok lefrdsit. Altaldban a molekuldris markerekkel kapott
eredmények tovabbi lehetséges komplikaciokra hivtak fel a figyelmet, amely maga utdn vonta
az alapos morfoldgiai elemzést (pl. Melika et al 2007, Tavakoli et al 2008).

A gubacsindukciéra nem képes tarsbérlokrdl, noha mér csak abundancidjuk miatt is
meghatdroz6 komponensei a gubacs-kozosségnek, nagyon kevés ismerettel rendelkeziink
(Sanver & Hawkins 2000). Ennek egyik oka az, hogy hatarozasuk nagy tapasztalatot igényel.
Mig a gubacsképzd dardzs fajspecifikus gubacsa alapjan tobbé-kevésbé azonosithatd, a
tarsbérld ritkdn modositja a gubacs morfoldgidjat olyan mértékben, hogy akar jelenléte
kiviilrdl felismerhetd legyen.

Molekuléris elemzések eredményeként kideriilt, hogy akar egy tolgyrdl szdrmazd
egyazon gubacsbol kinevelt, morfoldgiailag hasonld, egy fajba sorolt egyedek egészen mas
leszarmazdsi kapcsolatokat mutathatnak. Lehet ez az utolsé eljegesedésre visszavezethetd
hosszu izolacié kovetkezménye, de szamos egyéb alternativ magyarazat is elképzelhetd. A
csoporton (pl. populdcidkon) beliili és csoportok kozotti genetikai tdvolsdgok jelentds
kiillonbsége gyakran joval kordbban kialakult reproduktiv izol4ciéra utal. A Synergini
nemzetség Nyugat-Palearktikus fajainak filogenetikai elemzése erre szdmos példét szolgaltat.

A Synergini Cynipini gazddhoz kothetd négy Nyugat-Palearktikus nemének egyike a
Ceroptres, amely kordbbi elemzések alapjdn feltehetden fiiggetlen leszarmazasi sort képez.
Célunk ezért elsdsorban a problémadsabb Saphonecrus — Synergus — Synophrus komplexek
filogenetikai kapcsolatainak elemzése. A 45 Nyugat-Palaearktikus faj jelentds részét Synergus
nembe soroljak, a Saphonecrus 6 és Synophrus 3 leirt faja mellett. A 33 Ny-Palearktikus fajra
(185 egyed) kiterjedd analizis elsdsorban Magyarorszdgon gyiijtétt mintdkon alapul. Azonban
a morfoldgia alapjan indokoltnak tartott foldrajzi valtozatossag figyelembe vételére, illetve a
Magyarorszagrdl ismeretlen fajok bevondsdra tovabbi, elsdsorban Spanyolorszdg, Algéria,
Olaszorszag, Torokorszdg és Iran teriiletérdl szarmaz6 egyedek is elemzésre keriiltek. A



filogenetikai analizis 4 DNS szekvencia szakasz alapjdn tortént: magi 28S rDNS D2 (586
bazispar), illetve a minimdlis valtozatossidgot mutaté D3-D5 (520 bazispar) régidja,
mitokondridlis COI (660 bézispar) és cyt b (433 bazispér) szakaszok. A szekvendlds utdn az
egyedek jelentdés része Ujra hatdrozdasra keriilt az esetleges identifikdciés hiba
minimalizdldsara. Lokuszonként kiilon és kiilonbozé kombindcidkban tobb kiillonbdzo
modszerrel végrehajtva az elemzést jorészt kongruens eredményeket kaptunk. A legnagyobb
filogenetikai informéci6 tartalommal a COI jellemezhetd, amelyet a valtozatosabb cyt b, majd
a faj szinten mar kevésbé informativ 28S rDNS D2 kovet. A kombindlt elemzésben (1. dbra) a
bazalis filogenetikai kapcsolatokat alapvetden a 28S, a nagyobb klddokon beliil viszont mér a
mitokondridlis gének hataroztdk meg. Az egyes csoportokat csak akkor tekinthetjiik egy
genealdgiai fajnak, ha egymassal kolcsondsen monofiletikusak. Gyakran el6fordul, hogy a
morfoldgiai faj nem alkot monofiletikus egységet: két vagy tobb kiilonb6z6 morfoldgiai faj
egy csoportot alkot (kis genetikai tavolsaguk alapjan) vagy jelentdsen elkiiloniilé csoportok
egy morfolégiai fajnak bizonyultak (potencidlis kriptikus fajok) (Acs et al kézirat).

Az eredmények a bazdlis helyzetli Synophrus és Synergus nemek monofiletikussagat
tamogatjdk. A Synergus két, morfolégiai jellegekben is jol elkiiloniilé kladra szakad,
amelyekbdl a kisebb 2. (flavipes) klad fajai a Cerris szekcidhoz kotddnek. Ez utdbbi
helyzetében a markerek nem teljesen kongruensek, COI alapjan a Synergus klad részét képezi,
de azon belill kiilonallé klad. A Saphonecrus azonban nem monofiletikus. Egy résziik a
Synergus testvércsoportjaként (3. (haimi) klad) ondllé6 egység, harom faja viszont a 4.
(Synophrus) kladban taldlhat6. Ez utdbbiak morfologiai alapon is egyértelmiien
elkiilonithetdek, igy a molekuléris eredményekkel 6sszhangban a Saphonecrus nem rovidesen
szinonimizdldsra keriil a Synophrus-ba, a 3. klad pedig egy Uj genus nevet fog kapni. A
Synergus kladon beliil 8 magas posteriori valdszintiséggel elkiiloniild egység figyelhetd meg
(A-H).

Morfolégiai és molekuléris eredmények konfliktusanak szamos oka lehet. A Synergus
sp.2 (B kl4ddban) azt példdzza, hogy a morfoldgiai alapon kiilonb6z6 fajok DNS szekvencidk
alapjan egy csoportot alkotnak: a 17 egyed morfoldgiai alapon 5 fajba sorolhat, a COI
szekvencidk divergencidja azonban 0,15% alatti. Morfolégia oldalar6l példaul a jelenség
magyardzata lehet a diagnosztikai jelleg véltozatossaga. Itt mind az 6t faj tobb generaciéval
rendelkezik. Tudjuk, hogy a generaciok kozott jelentds lehet a fenotipusos eltérés, nem
zéarhat6 ki annak a lehet0sége, hogy bizonyos esetekben egyazon faj két generaci6jardl van
sz0. Masrészt a DNS szekvencidk hasonldosaga vagy divergencidja (génfdk) sem feltétleniil
tilkkrozi a fajok filogenetikai kapcsolatait. Leszarmazasi sorok nem teljes rendezddése vagy az
introgresszi0 hibds konkluziét eredményezhet, de a mitokondridlis szakaszok vartnal
alacsonyabb viltozatossdgdnak magyarazataul a populdcioméret csokkenést sem hagyhatjuk
figyelmen kiviil: a palacknyak effektus a kisebb effektiv populdcioméreti mtDNS-re
jelentdsebb. A Synergus sp. 2 esetén a magi 28S rDNS és mitokondridlis COI szekvencidk
némi ellentmoddst mutatnak, amely alapjdn a leszdrmazdsi sorok nem teljes rendezddése
val6szintsithetd. Mitokondridlis szakaszok kis valtozatossdga hatterében egyéb folyamatok is
allhatnak.

A Flavipes kladba tartozé sp. 10 csoport a Synergus variabilis (Irdn) és S. flavipes
(Magyarorszdg) morfoldgiai alapon egyértelmiien elkiilonithetd fajokat foglalja magaba. A
nagy foldrajzi tavolsag ellenére COI szekvencia divergencidjuk mindossze 1,2%, 28S rDNS
D2 szekvencidjuk azonos. A csoportra jellemzd tipikus fajszintli divergencia értékek
(tipikusan COI-ra minimum 2-3%, de esetiinkben dltaldban ennek tobbszorose) ismeretében
ezt sokkal inkabb fajon beliili valtozatossagnak gondolndnk.
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1. Abra. Bayes particiokra bontott elemzés alapjdn kapott konszenzus fa (particiok: COI
kodon, Cyt b, 28S rDNS D2 stem és loop) a posterior valdszintiségekkel (*100). A szamok
zéardjelben a szekvendlt egyedek azonositéi. A szovegben néhdny megemlitett csoportot (sp.),
illetve a Synergus umbraculus egyedeket vastagon kiemeltiik. Az sp. rovidités arra utal, hogy
a csoporthoz nem rendelhetd kizarélagosan fajnév. Az elemzésben az Osszes Nyugat-
Palaearktikumbdl ismert Ceroptres (2) és Saphonecrus (6), 2 Synophrus és 23 Synergus faj
szerepel. Tovabbi Kelet-Palearktikus fajok: Synergus japonicus, S. chinensis, S. xialongmeni.



Nem zérhat6é ki a gondos ellenorzés ellenére sem az identifikacios hiba lehetosége,
példaul a S. consobrinus és S. thaumacerus esetén. NOstényeik nagyon hasonldak, viszont
egyértelmiien elkiiloniild kladokat alkothatnak (C illetve D klddok), magas csoportok kozotti
és kis csoporton beliili szekvencia divergencidval. Ez példat szolgaltathat arra, hogy a
molekuldris alapd identifikacié kis morfoldgiai kiilonbségeket mutaté taxonokban segithet
(,DNS Barcoding”), feltéve, hogy a populédcion beliili — populédcidk kozotti — fajok kozotti
valtozatossdg mértéke megfelelden kalibrdlva van.

Ennek az ellenkezdje is gyakori, amikor egy morfoldgiai faj magas fajon beliili
valtozatossdgot mutat, akdr kiilondllo klddokat alkotva. Az elemzés Osszesen 20 ilyen
kriptikus taxonra utal. A Synophrus mintdk esetén a mitokondridlis gének 10% feletti
paronkénti kiilonbséget mutattak az egyes klddok kozott. KésObb ezek a morfoldgiai
elemzések utdn 1j fajoknak bizonyultak (ldsd aldbb). 19 egyed volt morfolégiai alapon
Synergus hayneanus-nak hatdrozva, vagy a karakterek tekintetében atmenetet képviselt a S.
reinhardi vagy S. umbraculus felé. A filogenetikai elemzés harom nagyobb leszarmazasi sor 4
csoportjdba kiilonitette el Oket. (i) S. sp. 14 4 egyedébdl 2 részben a S. umbraculus
diagnosztikai morfoldgiai jellemzdit is hordozza, mig az (ii) S. sp. 9 7 ‘hayneanus’ egyedébdl
4 a S. reinhardi-val mutat hasonldsdgot. Az (iii) S. sp. 8 14 egyede S. hayneanus-nak vagy S.
umbraculus-nak bizonyult morfolégiai alapon. Az S. sp. 8 két csoportra bonthaté magas
tdmogatottsaggal, a COI szekvencia 2,6%, a Cyt b 1,3% eltérést mutat, a 28S rDNS D2
azonos. Az (iv) S. sp. 6 is tartalmaz egy, a tobbitdl tdvoli S. umbraculus egyedet.
Pillanatnyilag tehdt az eredmények arra utalnak, hogy a S. reinhardi, S. hayneanus és S.
umbraculus egy komplexet alkot, amelyben kriptikus fajok jelenléte varhat6 és elkiilonitésiik
megoldatlan.

Synergus umbraculus (1asd 3.4) az egyik leggyakoribb tarsbérld faj, 30 feletti ismert
gubacsképzo (féleg Andricus) gazdaval. Az analizisben szerepeld egyedek magas szekvencia
diverzitast mutattak. Tudjuk (1asd S. hayneanus), hogy a hataroz6 bélyegek nem megfeleléek
az egyértelmii elkiilonitésére. Ezért pillanatnyilag a molekularis alapon felismert kladoké a
dontdé sz6, amelyet majd az egyes klddokba tartozd egyedek sorozatainak feldllitdsa utdn
morfoldgiai elemzés fog kovetni. Cyt b adatok alapjdn a 29 ,,umbraculus” egyed 10 csoportba
sorolhatd, amelyek a D, E, G és H kladokban taldlhatéak (S. sp.5-8, S. sp.15-20). Ebbdl
minddssze 3 csoport tartalmazott kizarélag ,,umbraculus™-t (S. sp.16, S. sp.18, S. sp.19). Az
egyedek jelentds része az E klddban taldlhat6, pillanatnyilag igy ez tarthaté leginkabb
,umbraculus”-nak, melynek testvérfaja a Kelet-Palaearktikus Synergus japonicus. COI és a
28S rDNS D2 ezzel a felosztdssal kongruens, bar a kisebb felbontds kevesebb osztalyt
eredményez. Az E klad azonban onmagaban extrém magas diverzitdssal jellemezhetd. Ez az
atlagos divergencidk alapjan részben faj szint(i kiilonbségre is utalhat. Az E klddot tovabbi
mintdk bevondsdval tovibb elemeztiik.

3.3 Synophrus filogenetika

A Cerris szekcidhoz kotddo Synophrus nem 3 ismert faja tobb szempontbdl is kiemelésre
érdemes, fontos informécidkkal szolgdlhatnak a tarsbérl6 életforma eredetének megértéséhez.
Kordn levéalt monofiletikus csoportot alkotnak, tobb specialitdssal, ami a gubacsképzdkre
emlékeztet. Korai stddiumd gubacsokat tdmadva gyorsan dtveszi a  gubacs
differencidloddsdnak irdnyitdsat, tarsbérloként fajspecifikus gubacsformat eredményez.
Sokdig a Cynipini-be soroltdk, imdgd morfoldgia alapjdn azonban egyértelmiien a Synergini
nemzetségben a helye. Gubacsa kiils felépitésében joval egyszerlibb, mint a gubacsképzd
fajokndl megszokottak. Gubacsképz0 gazddi alapvetéen ismeretlenek (Melika 2006).



Gubacsa eldfordulhat levélen, dgon, riigyekben egyardnt — ilyen jellegli gazdavaltis a
gubacsképzok korében ritka. Ezért pl. a levél és dg ,,rasszok” egyértelmi elkiiloniilését vartuk,
bizonyos mértékig szarmazasi helytdl €s recens kolonizécids torténettdl fiiggetleniil (Pénzes et
al kézirat).

A Synergini filogenetikai elemzése soran 10,6% COI szekvencia divergencidt mutatott
a Synergus politus (1. abra, Synophrus sp.1) és pilulae, az egyedek a Sopron melletti
Széarhalmi erdobdl szdrmaznak. Hozzdvetdleg hasonld tavolsdgra helyezkedik el toliikk az
S134 és S135 (Spanyolorszag) minta (11%), amely szintén fajszintli elkiiloniilésre utal. Ez
utobbi egyedeket morfoldgiai alapon sehova nem lehetett egyértelmiien besorolni. Rdadasul a
harmadik ismert faj, a Synophrus olivieri statusza is hosszu ideig bizonytalan volt, a Synergini
szintll rekonstrukci6 elvégzése idején mintdnk sem volt beldle. Egy részletesebb, Synophrus-
ra irdnyulé hazai mintavétel €és tobb tovabbi, a Nyugat-Palearktikum kiilonb6z6 teriileteirdl
szarmazo0 minta alapjan végzett filogenetikai elemzés varatlan eredményeket hozott.

A mintdk Magyarorszdg négy egymdstol tdvoli teriiletérdl szarmaznak (Mecsek,
Sopron, Biikk, Szeged kornyéke), illetve tovédbbi egyedeket vontunk be az elemzésbe
Spanyolorszag, Olaszorszag, Irdn, Libanon és Sziria teriiletérél. Osszesen 123 COI és 42 28S
rDNS D2 szekvencia keriilt meghatarozasra. A spanyolorszagi kivételével minden teriiletrol
rendelkezésre allt egy nagyobb populdcié sorozat a morfoldgiai elemzéshez. A molekuldris
filogenetikai elemzés alapjdn a monofiletikus Synophrus-on beliil tobb faj is valészinlisithetd
(2. abra). Az elemzést tobb kiillonbozd particiondldssal, kiillonb6zé modszerekkel elvégezve
hasonl6 eredményt kaptunk, amelyet az ezt kdvetd morfoldgiai elemzés is megerdsitett. Az
irdni S. olivieri fajjal két 1j, leirds alatt 4ll6 faj mutat szorosabb kapcsolatot: a Synergini
filogenetikdban is szerepeld spanyol faj S. sp.1 — djabb példat szolgdltatva az irdni-balkdni és
spanyol “fajparra” — és a magyarorszagi S. sp. 2, amely Szegedrdl és Sopronbdl is eldkeriilt. A
S. sp. 3 (Sziria és Irdn) és S. sp. 4 (Libanon) szintén 0j fajok, monofiletikus egységet alkotva a
legjobban ismert S. politus fajjal. Ez utébbi a Biikkben, Mecsekben és Sopronban gyakori,
mig Szeged kornyékén ritka. A Synophrus pilulae is tavolrdl ehhez a csoporthoz kapcsolddik,
de csak hazai mintdkbol keriilt eld, itt minden leléhelyrél. A molekuldris filogenetikai
eredmények alapjdn 4tvizsgdlt populdcidé sorozatok az eddigi diagnosztikai karakterek
feliilbiralasat vontdk maguk utan.

A 28S rDNS D2 szekvencidk kis valtozatossdgot mutattak, de minden nagyobb klad
létezését tamogattdk. A hazai mintdk COI szekvencidk alapjan kis (<0,6%) valtozatossagot
mutattak S. pilulae és S. sp. 2 (Magyarorszdg) fajokra. Az utébbi gubacsai levélnyélrdl,
gallyakrol és riigybdl is elOkeriiltek, de nincs olyan konzekvens szekvencia divergencia, ami
alapjan gubacsképz6 gazda rasszokra gondolhatndnk. A S. politus esetén azonban két nagyobb
klad kiilonithetd el (2,1%). Ezek egyik torok €s olasz mintdkat tartalmaz, egyetlen hazai
mellett. A mésik klad (1,2%) 58 hazai €s 8 olasz egyedet tartalmaz. A hazaiak jelentds része
Sopronbdl szarmazik, az egyedek riigyekbdl, levélrdl és gallyakrdl gytijtétt gubacsokbdl
lettek kinevelve (Pénzes et al kézirat).
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2. Abra. Synophrus fajok Bayes modszerrel rekonstrudlt filogramja (GTR-I-G modell,
kiilcsoport: Rhoophilus) kombinalt COI (658 bazispar) és 28S D2 (565 bazispar) szekvencidk
alapjan, a posterior valdszinliség értékekkel. Az uj, leiras alatt 4116 fajok kiemelve.

3.4 Synergus umbraculus

Munkénk elsédleges célkitlizése az volt, hogy betekintést nyerjiink a gubacsdardzs inkvilinek
genetikai véltozatossdgdba. A vdéltozatossdgot hazai (intenzivebb mintavétellel) illetve
nagyobb, filogeogrifiai (Eurdpa) 1éptékben vizsgdljuk. Kérdés a gazdak szerinti genetikai
differenciacio (ritka gazdavaltds, gazda rasszok): esetiinkben ez lehet gazdandvény (Quercus
tolgy szekcid tagjai, esetleg tolgy fajok) és darazs (,,gubacs”) gazda (pl. Andricus gubacsok)
egyarant. Masrészt a valtozatossidgban nyomot hagy a kérdéses populdcidk kolonizacios
torténete, amelyre filogeogréfia 1éptékében keresiink magyarizatot.

A Synergus umbraculus egyike a leggyakoribb, széles elterjedési teriilettel
jellemezhetd tarsbérld fajoknak, ezért vélasztottuk vizsgalataink alanyaul. Quercus tolgy
szekcidhoz kotddését eredményeink is megerdsitettek: Cerris gubacsokbdl soha nem keriilt



eld. A tobb ezer hazai, illetve két romdniai (K-Bihar, Duna delta) gyiijtéitbdol hozzavetdleg
300 S. umbraculus egyedet neveltiink ki, illetve mintegy 200 leléhelyrél hoztunk mintdkat
edinburgi utunk sordn Graham Stone laboratériumabdl, a filogeografiai elemzéshez (Iran-
Libanon-To6rokorszdg, Olaszorszdg, Spanyolorszag-Portugdlia). Ez utébbi feleslegessé tette a
betervezett balkdni gy{ijtutat is. Az intenziv gyiijtések ellenére K-Franciaorszdgbol és a
Karpatokon tdlrél azonban csak parazitoidokat és gubacsképzoket sikeriilt kinevelni, igy az
Ny-Palearktikum 1éptékii filogeografiai rekonstrukcié nem tekinthetd teljesnek amennyiben e
két régidban a faj eléfordul.

A genetikai véltozatossdgot cytb DNS szekvencidkkal jellemeztiik. Két primer parral
697 bazisparnyi szakaszt szekvendltunk, amelyet specifikusan erre a fajra mddositottunk a
(CP1, CP2 primerek alapjan). A szakasz magédba foglalja az &ltaldnosan haszndlt 433
bazisparnyi (CB1, CB2 primerek) szakaszt is. A torténeti rekonstrukcié sordn kapott nagyobb
csoportok néhdny, ahol lehetett minél nagyobb foldrajzi tavolsagrdl szarmazé egyedére a COI
és a magi 28S rDNS gén D2 régié DNS szekvencidit is meghataroztuk.

A pélyazat keretében mikroszatellit lokuszok karakterizalasat is beterveztiik, amelyek
a fenti kérdések lényegesen nagyobb felbontdst elemzését teszik lehetévé. A mikroszatellit
screening sordn nem vart problémadval szembesiiltiink. Az egyéb forrasbol megrendelt 20
mikroszatellit klonbdl (Bioprofile) 6sszesen nyolcra sikeriilt a PCR reakciét optimalizalni,
amelyekre a screening megtortént. Végeredményben (20 egyed alapjan) minddssze 1 lokusz
bizonyult megfelelden polimorfnak és megbizhatéan reprodukdlhaténak. Tekintettel a
sikertelenségre a Bioprofile tovabbi 20 klon szekvencidt igért 2007 tavaszara, amelyet
azonban mdig nem kaptunk meg. Ezért a 2006-ra opciondlisan tervezett publikdcid is
elmaradt.

Mint a Synergini filogenetikai rekonstrukciobdl kideriilt, a S. umbraculus a jelenlegi
rendszer alapjan tobb kriptikus fajt is tartalmaz (3. dbra). Ezek Magyarorszagon kiviil tobb
helyrdl is eldkeriiltek. Taldn az Andricus foecundatrix gazdat érdemes kiemelni, mivel
gubacsibdl kinevelt minden egyed egy 6nall6 klddba sorolhaté (,,foecundatrix™), vagyis az
eddigi eredmények alapjdn monofdgnak tlinik. Az 0Osszes tobbit tobb klddba sorolhaté
egyedeket tobb gazda mellett is megtaldltuk.
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3. Abra. Synergus umbraculus cytb haplotipusok kapcsolatai. Részletes
rekonstrukciora l4sd az. 1 4brat.

20 hazai lel6helyrdl 186 (17 gubacs gazda), Ny-Paleraktikum 1éptékben tovdbbi 96
egyedbdl sikertilt a cytb szekvenciat meghatdrozni, amelyek a Synergini rekonstrukci6 alapjan
az ,,umbraculus” csoportba sorolhatéak. Az 55 egyedre rendelkezésre all6 COI szekvencidk
teljes mértékben kongruensek a cytb eredményekkel. A 47 db 28S D2 szekvencia minimélis
valtozatossagot mutatott (2 bp). Ennek kiértékelésétdl eltekintettiink, mivel a labor médszerek
és a nagy kopiaszdmbdl adédé bizonytalansdgok (pl. tobbszords csticsok jelenléte a
kromatogramon néhol kimutathatd) figyelembevételével ez a hibahatart sirolja. A magi 28S
rDNS D2 kis véltozatossdga és a mitokondridlis régiok alapjan szdmolt paronkénti genetikai
tavolsdgok a Synergus fajparokra jellemzoknél kisebb, amely alapjan az ,,umbraculus”
csoport, mint ©Ondllé faj valdszinlisithetd. A 95%-os konfidencia halézat azonban a
filogenetikai szigndl meglétére utal, ezért filogenetikai modszerekkel elemeztiik tovabb.
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4. Abra. Synergus umbraculus cytb haplotipusok hédlézata. 95% konfidencia hélézat
(SplitsTree).

A hazai mintdk haplotipusai tobb klddban megtaldlhatéak (5. dbra) és minden kldd szdmos
kiilonb6zé gazda melldl tartalmaz haplotipusokat. Pusztdn a hazai minta elemezve
valdszinlisithetd a rasszok hidnya, azonban nem zdrhato ki teljesen figyelembe véve a gazddk
filogeografiai 1éptékii eloszlasat is.
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5. Abra. Synergus umbraculus cytb haplotipusok (697 bdazispar) filogenetikai kapcsolatai
Bayes rekonstrukcidéval (GTRIG modell, posteri valoszinliségek*100). A lelohelyeket csak
orszagok szintjén tiintettiik fel. SU1-SU6: a hazai mintdkat tartalmaz6 nagyobb kladok. A
COlI és 28S szekvencidk kongruens eredményt adtak.

Az eldzetes eredmények szignifikdns populdcié struktirara (haplotipusok gyakorisidga és
genetikai tavolsdga régiok kozott) utalnak 5 régidba sorolva a hazai mintavételi helyeket
(AMOVA, Fgt). EZért a leldhelyek nem vonhatdak Ossze, a gazda szerinti differencidciot a
lel6helyek szerinti bontasban kell kiértékelni. Azonban tekintettel a sok gazdara az AMOVA
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elemzéstdl a gazdak esetén mdr el kellett tekintettink. Még a leggyakoribb gazdak (pl.
Andricus kollari, A. lucidus) esetén egy adott mintavételi helyen is el6fordulnak alacsony
(<10) mintanagysdgok, igy nincs megfeleld teszt erd. Alternativ megoldas lehet a
filogenetikai alapt karakter leképezés, amely kivitelezése folyamatban van.

A hazai mintak diverzitidsa tehat Osszetett mintazatot mutat, azonban a kolonizacids
torténet erre részben magyarazatot adhat (6. dbra).

6. Abra. Nagyobb haplotipus csoportok elterjedése (SUx az 5. dbran).

A filogenetikai rekonstrukcié eredménye az aldbbiakat sugallja. 4 nagyobb kladhoz
tarsithatdak mintdk a feltételezett elterjedési gocteriiletekrél. Gyakorisdgi adatokat is
figyelembe véve az egyedek jelentds hdnyada egy 6nall6 irdni kldddal mutat kapcsolatokat
(SUI) - azonban pillanatnyilag nincsenek datmenetet képviseld haplotipusok, igy a
kolonizaciés utvonal bizonytalan. A Karpatok vonaldan tdl nem taladltunk S. wumbraculus
egyedeket. A SUS balkani kldd haplotipusai szintén gyakoriak hazdnkban, ez kozelebbi
balkani kapcsolatokra utalhat, de egy libanoni minta is ide esik — viszont semmi maés.
Feltehetéen az olaszorszagi reflgium hatdsat illusztrdlja a szintén szamos hazai mintat
tartalmazd, inkdbb Kozép- és Nyugat-eurépai klad (SU6), melynek haplotipusai sok
kiilonbozd helyrdl eldkeriiltek Olaszorszagtol Franciaorszagon keresztiill Anglidig. De sem a
Balkanon, sem Spanyolorszagban nem fordult eld, 6néllé bazalis kladot képez. A SU2 klad a
Balkéan és Olaszorszdg mellett hazai és angliai mintdkat is tartalmaz, mig a SU4 spanyol és
Kozép-eurdpai kapcsolatra utal a filogenetikai eredmények alapjan, noha a klad képviseldi
csak hazankbdl kertiltek eld.

Az eddigi eredmények alapjén tehat a Synergus umbraculus — pontosabban a Synergus
E kladja csoportjainak — elterjedését valdszinlileg nem a dardzs gazda specifitdsa korlatozza.
A Quercus szekcid fajai kozott sem vélogat, Magyarorszdgon példdul megtaldlhatéd
mindhdrom ide sorolhaté tolgyfajon. Elterjedése sordn feltehetOen tolgy gazddit kovetve
szdmos, szdmdra életmenete tekintetében elfogadhatd gubacsdardzs fajjal keriilt kapcsolatba.
Az életmenet kényszerek természete azonban ismeretlen. Varhatd, hogy elterjedését igy
kevesebb barrier korldtozta, mint a gubacsképzokét. Elterjedési mintdzata igy sokkal inkabb a
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parazitoid darazsakra, és nem a gubacsképzOkre emlékeztet, amely beigazolédni latszik —
hasonldéan a Synophrus politus-hoz, noha annak Cerris szekcidhoz valé kotddése erdsebb
elterjedési kényszert jelent. Megfigyelhetd példaul egy izollt spanyol - Eszak-afrikai klad, de
Ko6zép- és Nyugat-Eurépa a balkdni, olasz és spanyol refigiumok hatdsanak komplex
keveréke, amely rovarok korében nem ismeretlen. Tobbszoros kolonizacid, human diszperzi
tovabbi olyan faktorok, amelyeket szdmitdsba kell venni. A magas posteriori valdsziniiség
értékek a jelentds kladok kozotti genetikai tdvolsagokkal jelentds iddbeli eltérésekre utalnak,
melyek morfoldgiai timogatottsdga pillanatnyilag ismeretlen.

A fenti témdban két diplomadolgozat és TDK dolgozat (Bihari Péter, Bozsdki Zoltan)
sziiletett. Bihari Péter 2006 évben felvételt nyert a S. umbraculus téméaban az SZTE Bioldgiai
Doktori Iskoldba. Az eredmények nemzetkozi (6th International Conference of
Hymenopterists, Symposium on Conservation and Genesis of the Fauna of the Carpathian
Basin) és részben hazai (7. Magyar Okolégus Kongresszus, 2006) konferencidkon is
bemutatdsra keriiltek, illetve egy magyar nyelvii konyvfejezet is megjelent (Melika G, Pénzes
Zs, Miké 1, Bihari P, Acs Z, Somogyi K, Bozsdki Z, Szabé K, Bechtold M, Fari K, Fehér B,
Fiilop D, Csoka Gy, Stone G N 2007 A Karpit-medence tolgyon él6 gubacsdarazsai. in: A
Karpat-medence allatvildganak kialakuldsa. szerk: Forré Laszl6 Magyar Természettudoményi
Mizeum Budapest pp 165-174).

Az eredmények lekozlése folyamatban van. A Synergini filogenetikai rekonstrukcid
eredménye benyujtas alatt 41l (Systematic Biology), hasonléan a Synophrus filogenetikdhoz
(Zoologica Scripta). A palyazat gerincét alkotd S. umbraculus filogeogréfia kiértékelése még
nem tekinthetd véglegesnek. Benyujtasat 2008 tavaszan tervezziik (Molecular Ecology), a
tervezett 2007 végéhez képest. Tovabbi varhaté kozlemény: S. wmbraculus gazda
differenciacié a hazai mintdk alapjan (2008, kiértékelése folyamatban van, a filogeografiai
eredmények fiiggvényében). Elkésziilt kéziratok:
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