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Osszefoglalas
Munkank céljaul egy Nyugat-Palearktikus tolgy gubacsdarazs tarsbérl6 faj, a Synergus umbraculus
(Cynipidae: Synergini) genetikai valtozatossaganak, gazda szerinti differencidloddsanak megismerését
tiiztiik ki. Nagy mennyiségben gytijtottiink, vagy szereztiink be mintdkat Eurdpa, Eszak-Afrika és
Nyugat-Azsia kiilonboz6 teriileteirdl és elvégeztiik a mintak filogenetikai analizisét az izolalt DN'S
mintakbdl nyert magi és mitokondrialis szekvencidk alapjan. Nagymértékii genetikai valtozatossagot
talaltunk a hazai populdcidkon beliil és populaciok kozott egyarant. Ezen jelenség egyik oka kriptikus
fajok 1étezése lehet, melyek leirasara késobb sor keriilhet. A filogeografiai céli vizsgalatok kimutattak a
Karpat-medence vélhetdleg tobbszor bekovetkezett kolonizaciojat, elsdésorban a Balkan iranyabol. Mind
a gubacsképz6 gazda, mind a gazdandvény viszonylataban valosziniisithetd, hogy nem alakult ki erds
specificitas koztiik és az inkvilin faj kdzott, ami ebbdl a szempontbol a parazitoid darazsaknal korabban
megfigyeltekre hasonlit.

Abstract

Our aim was to get a deeper understanding of the genetic diversity and host association of a
cynipid inquiline species Synergus umbraculus (Cynipidae: Synergini). We collected large number of
samples from Europe, North-Africa and Western-Asia. DNA was isolated and sequenced to analyze
nuclear and mitochondrial DNA loci. High level of genetic variability was found within and between
populations in Hungary. That can be explained partially by the presence of cryptic species, to be
described later. The phylogeographic analysis suggests multiple colonizations, primarily from the
direction of the Balkan peninsula. Our data does not support the tight association of this inqulin species
neither to the galling wasp hosts nor to the host plants, similarly to the case of the parasitoid wasps,
known form the literature.



1. Bevezetés

A gubacsképzddés az allat-névény kolcsonhatas egyik formdja, amely a rovarok korében tobbszor
megjelent az evolucio6 sordn. A gubacs képzddését alapvetden a rovar szabalyozza, a gubacsindukcio
molekularis mechanizmusa azonban mindezidaig ismeretlen. A gubacs védelmet nyujt az abban fejlodo
larva szdmara, szerkezeti felépitése, novényi szerv szerinti helye (ag, szar, levél, barka stb.) és a
gubacsképzodés ideje valtozatos, am leginkabb a gubacsképzore specifikus (Stone et al 2002, Stone &
Schonrogge 2003).

A legvaltozatosabb formaju és egyben legbonyolultabb szerkezetli novényi gubacsokat a gubacsdarazsak
(Hymenoptera, Cynipoidea, Cynipidae) fajai okozzék. Mintegy 1400 leirt fajukkal a masodik
legnagyobb csoport a gubacsokozé rovarok kozott. Eletmenetiik valtozatos, a csoport egy részére ivaros
¢s ivartalan generaciok is jellemzdek, mely sordn a kiilonb6zd generacidkba tartozo egyedek gyakran
mas fajokon és novényi szerveken fejlodnek ki. Valoszinii, hogy a gubacsdarazsak masodlagosan tértek
at a parazitoid életmaodrol a fitofag taplalkozasra és monofiletikus eredetiiek (Ronquist 1999, Stone et al
2002, Nylander 2004).

A gubacsdarazsak altal a gazdandvényen indukalt gubacsok komplex kozosségeknek adnak
otthont, melyekben a gazdandvényen és a gubacs indukalé darazsakon é€s kiviil talalhatunk
parazitoidokat, tarsbérléket, ragadozokat, gombékat (Stone et al, 2002). A gubacsdarazs ,,tarsbérlok”
(inkvilin fajok) (Hymenoptera: Cynipidae: Synergini) gubacs indukalo képességiiket elvesztették az
evolucid soran, mas fajok altal Iétrehozott gubacsokba rakjak petéiket, ahol a kikel6 larvak tobbnyire a
gazda darazsfaj larvajanak kozvetlen karositasa nélkiil tdplakoznak a névényi szovetekbdl. A tarsbérld
fajok a gubacshoz kotddo taplalkozasi halozat fontos elemei, elterjedésiik, gazda szerinti
differencialodasuk lényeges mutatoja lehet egy adott teriilet fajgazdagsaganak, 6kologiai
sokszinliségének, tarsulasai eredetének. Ennek ellenére a gubacsdarazsakon beliil a tarsbérl fajok
viszonylag kevéssé kutatottak.

A Cynipidae csalad hat nemzetséget magéaba foglal magéaba. Az altaldban lagyszart névényeken
€10, parafiletikus Aylacini nemzetség (92 faj) a gubacsdarazsak bazalis csoportjanak tekinthetd. Ezen
beliil kiilonithetdek el a tolgyon gubacsot képz6 darazsakat magaba foglalé Cynipini (kb. 1000 faj)
csoport fajai (Melika 2006). Az életmenet tekintetében masik csoportot alkoto tarsbérld életmodu
fajokat a Synergini (159 faj) nemzetségbe soroljak. A tarsbérlok nem képesek 6nallo gubacsképzésre,
mas gubacsdarazsak altal okozott gubacsokban fejlodnek. Egy fejlodé gubacsban azonban mar képesek
larvakamrat, taplaloszovet differenciaciot indukalni. Jelenlétiik lehet semleges a gubacsképzd szamara
(kommenzalizmus), azonban esetenként darazs gazdéajukat elpusztitjak, ez utobbi fajra jellemz6
sajatossag is lehet. A kapcsolat specidlis abban a tekintetben, hogy a gazda és tarsbérld viszonylag
szoros filogenetikai rokonsagban all egymassal — tipikusan mindketté gubacsdarazs (Cynipidae) —
azonban a tarsbérlék nem kozvetleniil gubacsképzd gazdajukbol szarmaztathatoak, amint példaul
gubacstetveknél tapasztalhatunk (Miller & Crespi 2003). Ennek kovetkeztében gazdaspecifitasuk sem
egyértelmii. A Synergini nemzetség nyolc neme jorészt Holarktikus elterjedésii. A Nyugat
Palearktikumban ismert 48 Synergini fajbol 29 Magyarorszagon is megtalalhato (Pujade Villar et al
2003, Melika 2006).

A gubacsdarazsak szoros kapcsolatban allnak a gazdandvényiikkel, ezaltal biogeografiajuk is
szorosan Osszefligg azok foldrajzi elterjedésével. A Nyugat Palearktikum tolgyfajai két szekcioba
sorolhatoak: hozzavetdleg 13 a Cerris valamint 16 a Quercus sensu stricto szekcidba tartozik.
Molekularis filogenetikai elemzések eredményei alapjan a Quercus nemzetség két koran szétvalo
aganak képviseldi, jelenlétiik egy adott terlileten jelentdsen befolyasolja a gubacsdarazsak elterjedését.
Emellett az emberi beavatkozas is szamottevo faktor lehet. Valosziniileg meghatarozo tényezo a
tolgyerdok eltiinése kovetkeztében eldalld fragmentacio és populacid méret csokkenés. Masrészt a
csertdlgy északi €s nyugati betelepitései a gazdavaltd fajok elterjedési teriiletének kiterjedését vontak
maguk utan az elmult 400 évben (pl. Andricus kollari). A kolonizaléast a gubacs kereskedelme is
gyorsitotta, nehezen attekinthetdvé téve az elterjedési mintazatot (Stone et al 2007).

Néhany gubacsképzo fajnal azonban a filogeografiai rekonstrukcid a vart eredményt hozta.
Példaul az alapvet6en mediterran elterjedésti, gazdavaltd Andricus quercustozae Iran-Torokorszagtol
Marokkoig eléfordul ma is, minden feltételezett refugialis teriileten jelen lehetett az utolsé eljegesedés
idején (Rokas et al 2003). Legnagyobb valtozatossagot a torokorszagi populaciok mutattak, és



feltehetden az északibb teriiletek kolonizéciodja is alapvetden innen torténhetett (,,Out of Anatolia”
hipotézis).

Gazda szerinti differenciacié akar fajképzodéshez vezethet, gazda rasszok jelenléte ndvényevo
rovaroknal és parazitoidoknal feltehetden gyakori (pl. Miller & Crespi 2001, Stireman et al 2005). A
gazdavaltas a gubacsdarazsaknal viszonylag ritka esemény (Cook et al 2002). Ez igaz mind a tolgy
szekciok, mind a novényi szervek kozotti valtasra. Ez alol a Synophrus latszolag kivételt képezett,
eredményeink azonban tobb 11j, gazdandvény szerv specifikus csoportra utalnak.

Munkénk célkitiizése az volt, hogy megismerjilik a gubacsdarazs inkvilinek genetikai
valtozatossagat. A valtozatossagot hazai, illetve nagyobb, filogeografiai (Nyugat-Palearktikum)
Iéptékben vizsgaltuk. Kérdés a gazdak szerinti genetikai differenciacio (ritka gazdavaltas, gazda
rasszok): esetiinkben ez lehet gazdanovény (Quercus tolgy szekcid tagjai, esetleg tolgy fajok) és dardzs
gazda (pl. Andricus gubacsok) egyarant. Masrészt a valtozatossagban nyomot hagy a kérdéses
populacidk kolonizacids torténete, amelyre filogeografia 1éptékében keresiink magyarazatot.

Ez a kutatas Pénzes Zsolt (Szegedi Biologia K&zpont Genetikai Intézet) 49183 azonositoju, 2007-
ben ,kivalo” értékeléssel lezarodott OTKA palyazatahoz kdt6d6 munka.

2. Mdédszerek.

Molekularis filogenetikai rekonstrukciokhoz a magi 28S rDNS egyes D1-D5 régioinak, illetve a
mitokondridlis citokrom ¢ oxidaz I alegység (COI) és cyt b gének egy szakaszanak szekvencidjat
hasznaltuk fel (1. Acs et al 2007). A mitokondrialis szekvenciak illesztésekor a 28S rDNS szakaszok
esetében a szerkezeti kényszereket is figyelembe vettiik (szerkezet alapjan az illesztés kézzel tortént a
Cynipidae, Figitidae modellekhez). A filogenetikai rekonstrukci6 alapvetéen maximum likelihood (ML)
tavolsag alapu (pl. Neighbour joining) és parszimdnia alapi modszerekkel kapott eredményekkel
minden esetben Osszevetettiik. Bayes és ML rekonstrukcidhoz a megfeleld szubsztiticios modellt tesztek
eredményei (LRT, AIC) alapjan valasztottuk ki. Az elemzéseket altalaban kiilon particiokra bontva (pl.
COl, cytb kodon poziciok, 28S rDNS stem-loop struktira, gap kezelése karakterként) is elvégeztiik.
Felhasznalt fontosabb szoftverek: PAUP, PhyML, MrBayes, ClustalX, Modeltest, TNT, Mega, R.
Amennyiben fajon beliili valtozatossag kérdése is felmertilt, a filogenetikai szignal meglétét likelihood
mapping (Tree Puzzle) és konfidencia halozatok (Splitstree) segitségével ellendriztiik.

3. Eredmények
Mintagyiijtés és molekularis vizsgalat

A Synergus umbraculus egyike a leggyakoribb, széles elterjedési teriilettel jellemezhetd tarsbérld
fajoknak, ezért valasztottuk vizsgalataink alanyaul. Quercus tolgy szekcidohoz kotédését eredményeink is
megerdsitettek: Cerris gubacsokbol soha nem kertilt el6. A tobb ezer hazai, illetve két roméaniai (K-
Bihar, Duna delta) gytijtéutbol hozzavetdleg 300 S. umbraculus egyedet neveltlink ki, illetve mintegy
200 leldhelyrdl kaptunk mintakat Graham Stone laboratdériumabdl, a filogeografiai elemzéshez (Kozel-
Kelet, Olaszorszag, Ibéria). Az intenziv gyljtések ellenére K-Franciaorszagbol és a Kéarpatokon talrol
azonban csak parazitoidokat és gubacsképzoket sikeriilt kinevelni (elképzelhetd, hogy a Synergus
alacsony gyakorisaga miatt), igy az Ny-Palearktikum 1éptékii filogeografiai rekonstrukcié nem
tekinthet6 teljesnek.

A genetikai valtozatossagot a cytb DNS szekvencidkkal jellemeztiik. Két oligoparral 697
bazisparnyi szakaszt szekvenaltunk, amelyet specifikusan erre a fajra modositottunk a (CP1, CP2
primerek alapjan). A szakasz magéba foglalja az altalanosan hasznalt 433 bazisparnyi (CB1, CB2
primerek) szakaszt is. A torténeti rekonstrukcié soran kapott nagyobb csoportok néhany, ahol lehetett
minél nagyobb foldrajzi tavolsagrol szarmazo egyedére a COI €s a magi 28S rDNS gén D2 régié DNS
szekvenciait is meghataroztuk.

Mikroszatellit-elemzés

A palyazat keretében mikroszatellit 16kuszok karakterizaldsat is beterveztiik, amelyek a fenti
kérdések Iényegesen nagyobb felbontdsu elemzését tennék lehetdvé. A mikroszatellit screening soran
nem vart problémaval szembesiiltiink. A korabban megrendelt és a munka kezdetekor elemzés ala keriilt
klonok altal reprezentalt 8 16kusz koziil 6 nem mutatott polimorfizmust, vagy nem sikeriilt PCR reakciot



végrehajtani rajta, 2 esetében viszont 4, illetve 5 kiilonboz6 allélt talaltunk. Ezen 16kuszok PCR-
ezésének optimalizésasa teljes allatokbol készitett (nyilvanvaléan nagyobb mennyiségi DNS
tartalmazo) mintakon tortént. A vizsgalatokban felhasznalhaté mintdkban a darazsegyed testének csak
kis részét (egyik 1ab) hasznalhatjuk f6l, lehetdséget biztositva a késdbbi morfologiai vizsgalatokra.
Valosziniileg ezzel magyarazhato, hogy ilyen kisérleti koriilmények kozott csak az egyik 160kusz
bizonyult hasznalhatonak. Ez magaban nem szolgaltathatott elegendd adatot, igy hasznalatatol
eltekintettiink. Tekintettel a tovabbi mikroszatellit izolalas magas koltségeire, ezt az irdnyvonalat
megfeleld forras hianyaban felfiiggesztettiik.

Synergini filogenetika

A Synergini filogenetikai rekonstrukcidja ravilagitott, hogy a morfologiai bélyegek alapjan S.
umbraculusként meghatarozott egység a molekularis adatok alapjan tobb, jol elkiiloniilé kriptikus fajt is
tartalmaz (1. abra). Ezek koziil a ,,foecundatrix” klad az eddigi eredmények alapjan monofagnak tlinik,
kizardlag a az Andricus foecundatrix gazda gubacsaibol sikeriilt ilyen példanyokat kinevelni. Az 6sszes
tobbi kladba sorolhato egyedeket tobb gazda mellett is megtalaltuk.

Rhoophilus loewi (South-Africa)

Saphonecrus connatus (Hungary) SAPHONECRUS
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Synophrus sp. (Hungary)
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4; Saphonecrus undulatus (Hungary) Genus X
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1. abra. A Synergini mintak Majority-rule konszenzus faja 28S rDNS ¢és COI adatok alapjan -
GTRIG modell. A jellegzetesen elkiiloniild (esetleges kriptikus fajlént kezelendd) kladok feltiintetve.

A citokrom b haplotipusok elemzése

A 246 db citokrom b szekvencia 67 db kiilonb6zo haplotipust eredményezett 177 varidbilis
pozicio alapjan, hozzavetdleg 8 egyértelmiien elkiilonithetd haplotipus csoportot alkotva (2 abra). A
csoportok kozotti genetikai tavolsdgok lényegesen kisebbek a Synergus fajparokra jellemzoknél, ez
alapjan az ,,umbraculus” csoport, mint 6nall6 faj valdszintisithetd. A szekvencidk egyértelmi
filogenetikai szignalt hordoznak (95%-0s megbizhatosagu konfidencia halozat, Splitstree), ezért az
adatokat eldszor kiilonb6zo filogenetikai modszerekkel értékeltiik, majd a populécio szerkezetet és a
hazai populaciok demografidjat koaleszcens alapu szimulédciokkal is elemeztiik.



Az eredmények a Kérpat-medence tobbszords kolonizaciora utalnak.A hazai mintdk nagy vonalakban
harom f6 haplotipus csoportba oszthatoak a filogenetikai eredmények alapjan. 1) Egy Iranra specifikus
csoporttal asszocial6do, de azoktdl egyértelmiien elhatarolhatd magyar-olasz haplotipus csoport. A
magyar-olasz mintak két tovabbi csoportra bonthatdak, ezek egyike Eurdpa (Olaszorszag,
Magyarorszag, Anglia) mellett a Balkdnon, Toérokorszagban és Iranban is kimutathatdak (de itt ritka
haplotipusok). A csoport meglehetdsen tavoli kapcsolatot mutat a portugaliai €s marokkéi mintakkal —
Osszhangban szamos, utolso eljegesedésre visszavezethetd, kiilonbozo allatfajokra kapott mintazattal. 2)
Egy ennél feltehetden joval kordbbi izolacid eredménye egy masik hazai csoport, amely kapcsolatait
EK-Térokorszagban és Libanonban tudtuk kimutatni, de a Karpat-medencén kiviil sehol nem talaltuk
meg Europaban (Kelet-Karpatokon talrdl nincs adat). 3) Végezetiil szamos mintat tartalmaz egy még
korabban elkiiloniilt klad, amelybe sorolhato egyedeket csak Nyugat- és Kozép-Eurépaban
(Franciaorszag, Anglia, Németorszag, Olaszorszag ¢s a Karpat-medence) talaltunk, a Balkanon ¢és attol
keletre, délre viszont nem.

A koalescens alapt elemzések joval arnyaltabb képet adnak. Kiemelendd a hazai mintakra kapott
demografiai eredmény (Bayesian Skyline Plot, Beast). Noha egy csekély recens populacié expanzid
lehetdsége nem zarhato ki, a viszonylag részletes mintazassal nem kaptunk szignifikans eltérést a
konstans populacié mérettdl. Osszhangban a likelihood keretben végzett elemzésekkel, a hazai
populéaciok meglehetdsen allandonak tekinthetdek (ndstény effektiv populacioméret). A koaleszcens
alapu demografiara és migracidra vonatkozo6 elemzések (Lamarc) réviden az alabbi lehetdségeket
sejttetik: 1) a Karpat-medence szoros asszociaciot mutat (kiemelkedéen magas migracios ratakkal) az
olasz és a torok-libanoni mintadkkal, mindkét esetben a migracio kétiranyt. 2) Nyugat-Eurdpa
(Franciaorszag, Németorszag, Anglia) alapvetden Olaszorszaggal mutat kozvetlen kapcsolatot, illetve
lényegesen kisebb mértékben a Karpat-medencével is. 3) Ibéria-Marokko izolacidja egyértelmiinek
tlinik, kis mértékii migraciés kapcsolat kimutathatd Olaszorszaggal és a Karpat-medencével. 4) Tovabba
kicsi a migracié Kelet-Torokorszag - Libanon és Iran kozott (pl. a Karpat-medencéhez képest). Feltiing a
meglehetdsen diverz irani csoport izolaltsaga, amely a filogenetikai rekonstrukcio alapjan az egyik
legfiatalabb kladot képviseli. Ezen eredmények alapjan a Synergus umbraculus elterjedése ,,out of
Balcan” hipotézissel magyarazhato6 a legjobban.
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2. abra. Synergus umbraculus cytb haplotipusok hal6zata. 95% konfidencia hal6zat (SplitsTree).
Minden minta és az egyes csoportok lel6helyei feltiintetve.



A Synergus umbraculus haplotipusainak filogenetikaja

A cytb haplotipusok alapjan elvégzett filogenetikai rekonstrukcié eredménye az alabbiakat
sugallja (3. abra). 4 nagyobb kladhoz tarsithatdéak mintak a feltételezett elterjedési gocteriiletekrol.
Gyakorisagi adatokat is figyelembe véve az egyedek jelentds hanyada egy 6nallo irani kladdal mutat
kapcsolatokat (H1) — azonban pillanatnyilag nincsenek atmenetet képviseld haplotipusok, igy a
kolonizacios utvonal bizonytalan. A Karpatok vonalan tal nem talaltunk S. umbraculus egyedeket. A H5
balkani klad haplotipusai szintén gyakoriak hazankban, ez kdzelebbi balkani kapcsolatokra utalhat, de
egy libanoni minta is ide esik — de masik minta nem. Feltehetden az olaszorszagi refigium hatasat
illusztralja a szintén szamos hazai mintat tartalmazd, inkabb Ko6zép- és Nyugat-europai klad (H6),
melynek haplotipusai sok kiilonb6z6 helyrdl eldkeriiltek Olaszorszagtol Franciaorszdgon keresztiil
Anglidig. De sem a Balkanon, sem Spanyolorszagban nem fordult eld, 6nall6 bazalis kladot képez. A H2
klad a Balkan és Olaszorszag mellett hazai és angliai mintékat is tartalmaz, mig a H4 spanyol és K6zép-
europai kapcsolatra utal a filogenetikai eredmények alapjan, noha a klad képviseldi csak hazankbol
keriiltek eld.
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3. abra. Synergus umbraculus cytb haplotipusok (697 bazispar) filogenetikai kapcsolatai Bayes
rekonstrukciéval (BEAST). A poszteriori értékeket az elagazasokon tiintettiik fel. A levelek
haplotiposokat jelolnek. A citokrom oxidaz szekvencidk kongruens eredményt adtak. Az egyes kladok
lel6helyeit is feltiintettiik (roviditések: HU: Karpat-medene; IT: Appenini-félsziget; UK: Brit-szigetek;
GR: Gordgorszag; IR: Iran; TR: Torokorszag; IB: Ibériai-félsziget és Marokkd; FR: Franciaorszag; GE:
Németorszag)

Gazdaspecificitas

Az eldzetes varakozasaink alapjan nem lehetett kizarni, hogy az altalunk vizsgalando inkvilin
dardzsfajon beliil elkiilonithetek lesznek egyes dardzs gazddkhoz, esetleg gazda névényfajokhoz
kotédo csoportok. Az eredmények ennek valosziniiségét alacsonynak mutatjak, vagyis a Synergus
umbraculus elterjedését valosziniileg nem a dardzs gazda iranyaban kialakulo6 specifitas korlatozza. A



novény gazda sem tekinthetd erdsen korlatozo tényezdnek, hiszen a Quercus szekcid fajai kozott sem
valogat, Magyarorszagon példaul megtalalhatdo mindharom ide sorolhat6 tolgyfajon. Elterjedése soran
feltehetden tolgy gazdait kdvetve szamos, szdmara életmenete tekintetében elfogadhatd gubacsdarazs
fajjal keriilt kapcsolatba. Feltételezhetd, hogy elterjedését igy kevesebb faktor korlatozta, mint magukét
a gubacsképzokét. Elterjedési mintazata igy sokkal inkébb a jobbara széles gazdaspecificitassal
jellemezheto parazitoid darazsakra, és nem a gubacsképzokre emlékeztet.

A t6bbsz0ros kolonizacid, az emberi hatdsok mind olyan tovabbi faktorok, amelyeket szamitasba
kell venni a Synergus umbraculus elterjedésének megértésében. Megtigyelhetd példaul egy izolalt
spanyol - Eszak-afrikai klad, de K6zép- és Nyugat-Eurdpa a balkani, olasz és spanyol refigiumok
hatasanak komplex keveréke, amely rovarok korében nem szokatlan jelenség. A magas posteriori
valdszinliség értékek a nagyobb kladok kozotti genetikai tavolsdgokkal jelentds idobeli eltérésekre
utalnak, melyek egyelore nem tamogathatok morfologiai adatokkal.
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