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1. Bevezetés

1.1. Standard DNS szekvenciak hasznalata

Szazadunkban a taxonémianak két nagy kihivasndkeleget tennie. Etsorban egy
mindségi kihivasnakamely a taxonhatarok pontosabb lehatarolasat lésngését feltételezi, valamint az ibet
taxon esetében a lelietegteliesebb biol6giai informaciok feltarasat rigjjintegrativ. médon Masrészt a
jelenlegi kihalasi rata és biodiverzitasi krizibiaszféra teljes biodiverzitasanak feltarasat egyre
siirgeébbé teszi. Oriasi igény van az eddig ismeretleoriak azonositasara és leirasara (Padial
és mtsai. 2010, Pires és Marinomi 200két elvaras gyakran ellentétes médszerek bevezieté
eredményezik (pl. a tudomanyra Uj fajok leirasémnkdveti a teljes elterjedési terlletre
vonatkozé alapos morfometriai, elterjedési és gkaietdatok feltarasa). Ezt elkerllénda
taxondmia egyre inkabb interdiszciplinaris jelleg#t amely igyekszik integralni a klasszikus
morfologia alapu fajleirast (muzeumi példanyok rotirfiai 6sszehasonlitdo vizsgalata), a
statisztikai alapi morfometriai dsszehasonlitashidésinformatikai rendszerekkel (GIS) a faj
elterjedési teruleteinek feltaraséra, az elektnamikajazonositasokkal (e-tipusok), kulon®dz
genetikai markerek hasznalataval (pl. standard n@DBidakaszok), kulonbézegyedfejbdési
staddiumok morfolégiai jellentivel, szaporodasbioldgiai és ©kologiai jellaskkel (Padial és
mtsai. 2010). A modern taxonomiai modszerek a DN&pla modszerek bevezetésével a
bioldgiai sokféleség eddig ismeretlen oldalat (kkips diverzitas) is képes feltarni, amelyre a
klasszikus morfologiai alapl taxondémia nem képegzenE kivil a kulonbdz DNS
szekvencidknak fontos szerepik van a rokonsagiomgxk, leszarmazasi fak készitésében,
amely szintén fontos része a rendsz&taxonomianak (Zhou és mtsai. 2007).

A DNS alapu taxon0mia esetében gyakran alkalmaattakinos markereket, az allatok
esetében ez kulonb&zmitokondrialis DNS szakaszokat jelentenek. A nitodrialis DNS
sokkal tébb masolatban van jelen a sejtekben, Késebb toredezett szekvencidkat kbénnyebb
kivonni és helyre allitani, mint a nagyobb genomN®t. Az egyik legfontosabb tulajdonséaga,
ami alkalmassa teszi fajok elkulonitésére az, HBdp-szer nagyobb kilonbségeket taldlunk a
mitokondridlis DNS szakaszokban két faj koz6tt, migyanazon fajok genomi DNS-e koz6tt.
Taxonomiai értelemben igenéealés tulajdonsaga, hogy fajon bellli variabilitasacatay,

valamint a populaciokban sokkal kevesebb mitokatidriallélt taldlhatunk, mint genomit
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(Stoeckle és mtsai. 2005). Ezen felll hianyoznakyvaagyon keveés szamban talalunk

intronokat, igy a mutaciok tébbsége kiszelektalodik

Napjainkban a mtDNS univerzalisan hasznélhatéo @rhids allatfajok taxonomiai
jellemzésére (Stoeckle és mtsai. 2005). Mivel aokaibhdriumi DNS szdmos kddoldordoz,
tobbek kozott 13 fehérjét, 2 riboszomalis-RNS-t 25 transzfer-RNS-t kodolé szakaszt, amelyek
egymashoz viszonyitott helye igen eltér a kulowb@soportok esetébenEzért a mitokondrialis
citokrom c-oxidaz | génjének 5’ végi (COI) fehékedold szakaszat valasztottak, mivel ezen
DNS szakasz keveés és univerzalisan hasznalhatdepel konnyen kinyerhétegy viszonylag
rovid 658 bazispar hosszisagu szakaszban (stama®NS vagy DNS vonalkdéd rendszer).
Fontos tulajdonsaga, hogy sokkal nagyobb a szakaselhili valtozatossag, mint riboszémalis
RNS-eket kddold szakaszokban. A COI-n belll taldlkdnnyen mutalodo, illetve konzervativ
szakaszokat is, amelyek letwet teszik molekuléris vizsgalatokra. A kinyert saskokat konny
0sszehasonlitani, kilénb&zanolekularis tesztekkel, melyre szamos programpedetettek ki
(Stoeckle és mtsai. 2005, Zhou és mtsai. 2007 aPéslimtsai. 2010, Pires és Marinomi 2010).

A COIl szekvenciak altal feldllitott rokonsagi fakagy hasonlosagot mutattak a
morfolOgiai és egyéb genetikai torzsfakkal az eddrggalt legtobb taxonok esetében (Pauls és
mtsai. 2010).

Bizonyos esetekben azonban — ha a fajok csak nevattak szét (példaul a Hawai-szigeteé él
ecetmuslicdk vagy a Galapagos-szigeténDarwin-pintyek) — a mitokondrialis DNS nem hashzdd
fajok elkulonitéséreRetren és mtsai. 2005). Ugyancsak nem hasznahatitokondrialis DNS
fajok elkulonitésére, ha a fajok gyakran hibridimhdak (introgresszid), vagy a populaciok
szétvaldsat nem kovette a genetikai struktiurak egag elkilonilése (részleges genetikai
szorédas). Ezen kivil bizonyos tengeri rozsa éallkiajok esetében igen csekély eltéréseket
talaltak a mtDNS szekvencidk 6sszehasonlitasakoe¢Ble és mtsai. 2005).

Ma mar egyre gyakrabban haszndljdk kilédbgerinces és gerinctelen allatcsoportok
esetében a mtDNS COI génjének kulorthbazispar hosszusagu szakaszait (Ujvarosi és Balint
2012). Ellenben névények esetében a kilonbsegektaidsara leginkdbb a cpDNS-t, illetve
kiloénbd® genomi DNS szerkvenciakat (mikroszatellitek) hadzak.

A larvékat kifejlettekkel valo tarsitdsoknal a DN&ekvenciak alkalmazdsa mara mar
elfogadott technika, bar ezt még csak kevés taxsgtében hasznaltdk, mint példaul a

tegzeseknél (Trichoptera) (Pauls és mtsai. 2010y As mtsai. 2007).



1.2. SHros szendi iszapszunyogok

1.2.1. Rendszerezésik és elterjedésiuk

A sz6ros szemi iszapszunyogok (Pediciidae) a l6szunyogsler (Tipuloidea) kis
csoportja, viszonylag kevés fajjal. Az ismert 10hggzba 490 elismert faj tartozik dthba
Nyugat-Paleartikus régiobdl 77 fajuk jelzett 5 gexhodl Pedicia Dicranota Trichyphona
Nasiternella Ula). Romaniabol 41 fajuk ismert (Ujvarosi 2005, Odsteek 2012).
Rendszerezésik nem egységes az egész vilageszOEIBrindle (1963) valasztotta kulon a
Pediciini alcsaladot a larva jellegek alapjan (a ma isrRediciinaealcsaladot). K&bb Stary,
1992-ben a kifejlett egyedek alapjan csalad sziatrelte a srds szeri iszapszunyogokat.
Jelen dolgozatban is ezt a rendszerezést kovefdstérbroek 2006). Az €isintegrativ
modszerekre épéil filogenetikai vizsgalat 2009-ben sziletett . Ezkatatas morfologiai
jellegekre (larva, bab, imagd) és nukleéaris génszesiakra (CAD és 28 rDNS) épll. Ennek
alapjan Petersen és mtsai két csalddot kulonitetteld Tipuloidae écsaladon belll assi
jellegeket mutaté Pediciidae és a tobbi csaladosatad szintjén magaba foglalo Tipulidae
(Petersen és mtsai 2009). A csalad fajai kevéshatditak, sokszor a fajhatarokat nehéz
megéallapitani a hidnyos morfolégiai leirAsok miaftz Gjabb morfologiai és genetikai
vizsgalatok egy eddig ismeretlen, kriptikus f&eflicia (Amalopis) fusc&jvarosi és Balint,
2012) jelenletét tartak fel, az Eurépaban szélebed elterjediPedicia (Amalopis) occulta faj

esetében (Ujvarosi és Balint 2012).

Oosterbroek (2006) szamos morfoldgiai jellegetljehig, amelyek alapjan lehetséges
a Pediciidae fajok elkilonitése a tobbi l6szunyeddél. A fajok mérete igen valtozatos, a
kisebb fajoktél Dicranota ~5 mm) egészen termetes fajokRp@icia 37 mm). Nagy Osszetett
szemeik vannak, viszont pontszemeket nem talaldnldsszetett szemek ommatidiumai kozott
rovid soroket taldlunk, amelyt a csalad az angol - Hairy-eyed Craneflies -tulemagyar
nevet kapta. Sajatos morfologiai bélyeg, hogy amgmi az Scér tulrb az Rs elagazaséan,
S megrovidilt, és a kdzépér (M) négyfelé agazikawaht az Sc-R keresztér az Rs eredése

elétt figyelheth meg (L. abrg, kivételt ez aldl &edicia (Pedicia) rivosa rivosdaj jelent,



amelynek Sc-R kereszt tldlnydlhat az Rs eredésémstédmwoek 2006, Stary 199Z)ovabbi
fontos bélyeg a labszaron talalhat6 1-2 kitinekei(Stary és Bartak 2000).

Az Uliinae és Pediciinae alcsaladok egymastol anyzssrozottseégeben térnek el. Mig
az Uliinae alcsalad esetébetirign s#rozott szarnyakat talalunk, addig a Pediciinae adéah
esetében ez a&@bhzottség hianyzik. Az Uliinaalcsalad pontos helyzete a morfologiai jellegek
alapjan nem volt tisztdzott, amig a genetikai \@tsmpk (28 rDNS és CAD) alapjan
egyertelnien a Pediciidae csalad egyik alcsaladja (Petessemtsai. 2010).

1. abra. Pediciidae csalad fajainak szarnyerez&iranota sp. szarny) C = szegélyérSc =
szegély alatti ér1S¢ = szegély alatti ér fefsaga,Se = szegély alatti ér als6é adga,= sugarérRs
= sugarér disztalis agR;-Rs= sugarér agair-m = sugar-kozép-keresztdW, = kozépérM1-Ms
= ko6zépér agaim-m = kozép-kereszéCu = konyokér,A = honaljér,CuA;-CuA, = a konyok-

honaljér kozos agaAi1-A, = honalj ér (Dienske 1987).



1.2.2. A Pediciidae fajok szaporodasbioldgiaja

A kétszarnyuak (Diptera) rendjébe tartozo teljeslakulassal fefldé rovarokra

jellemzoen, életciklusukban 4 stadiumot kilonitiink el: p&eva, bab, imago.

1.2.2.1 Peték

Vildgos sziri, megnyult petéket asstények a nedves talajba rakjak. A peték legtobbsz6
csak vékony peteburokkal korilvettek. A pet@lkla larvak néhany napon belil kelnek ki
(Brindle 1963).

1.2.2.2 Larvak

Négy larva stadiumot kilonithetiink el, amelyek k@ziel$ 3 stadium viszonylag rovid
az utolséhoz képest. A negyedik larva stadium b#vozodnak be a larvak. A larvakor hossza
valtozo, talalunk évente tobbszor repihjokat ezen bellil is 1 év alatt kifgjloket (Dicranota
(Dicranota) bimaculata melynek larvdi 1 év alatt fétinek ki, de két
eltolédott repulési csuccsal, illetve 1 évnél kelds id alatt kifejlkdd fajokat, Dicranota
(Dicranota) guerin) amelyek esetében 1 éven belll tébb generacijavégymast. Egyik

generacio tavasztol-nyarvégéig, masik nyarvégéivaszig tart (Elliott 1983).

A fajok csupan 2%-nak ismert a larva alakja, életjukrol valé ismeretek is igen
hianyosak (Oosterbroek 2012, Ujvarosi és mtsai 2Gti8p és Lloyd 1954).

1.2.2.2.1. A larvak morfologiai jelleiz

A larvak altalaban vilagos s#iek, fehéres-sargak ritkabban szirkés, vildgos barna
sziriek. Testik megnyult, hengeres, feji résziknél éegedk. A jol fejlett (hemicephal),
kitinizalddott fejtokot talalunk, melyet a larvaképesek visszahlzni az &lsorszelvénybe
(Brindle 1963, 1967, Oostrerbroek és Theowald 1904ivak metapneusztikus l&gendszerrel
rendelkeznek (Iégznyilas csak a larvak utolsé potroh szelvényérhatak), az andlis végnél
két spirdakulummal (Iédgimezvel), melyet két lebeny vesz koriP&diciinaealcsalad esetében,

mig azUla génusz fajainal 5 lebenyt talalunk. Az analis dfilaltalaban 2-4 analis lebeny veszi



korial, amelyek hossza a fajok esetében valtozéotbop szelvényeken maszast ségiépleteket
talalunk.Dicranotagénusz esetében két karom koszoruban ddégzillabakat, a [lI-VIII
potrohszelvényen. Mig Redicig Tricyphona Nasiternellaés aaJla fajok esetében valtozé
szamu maszast seagit dorzsfeliletet, melyek a potrohszelvényeken keéreganyq,
megvastagodott kindvések (Oosterbroek and Theow&ll, Gelhaus 2008, Ujvarosi et al.
2010).

1.2.2.2.2. Taplalkozasuk

Talalunk koztik korhadékéket (Tricyphona, Nasiternella gombaetiket Ula) illetve
ragadozokat isTricyphona, Dicranota, Pedic)gKrivosheina 2009, Gelhaus és Byers 2008).

1.2.2.2.3. BEfhelyik

Dicranotafajok larvai aramld vizek kozelében talalhatok, mukba farédva
vagy vizinévények, mohak kodzott megbujva, de mindigparti zonaban. Rediciafajokat
hegyvidéki, dombvidéki forrasok koérnyéken, elmoesado, iszapos teruleteken, mohaparnak
kozt talaljuk. Mindkét génusz fajai ddlelylk fontos ragadozéi (Brindle 1963, 1967, Crésp
Lloyd 1954). Gyakran tobb fajt is megtalalunk eggmi&zelében, ezek alapjan a taplalék
felosztas megtorténik kozottiKkricyphonaésNasiternellagénusz fajait nedves, bomlé avarban,
korhadoz6 fakban valamint mohaparnak alatt talaljkivosheina 2009, Gelhaus és Byers
2008).Ula génusz fajai a talajpban l&womba fonalakkal taplalkoznak, ritkabban a gombak

termd testében is megtalaljuiket (Ujvarosi 2005, Krivosheina 2011).

1.2.2.2.4 Okologiai szerepiik

Fontos szerepet toltenek be a taplalék lancbamnosaidplalékai szamos mas gerinctelen
fajnak, halaknak, kétéieknek és madaraknak. A forrasok elmocsarasodd etentiek
csucsragadozoéinak is tekintblt aPediciagénusz fajai, melyek jol alkalmazkodtak ezen

terliletekhez (Ujvarosi és mtsai 2010).



1.2.2.3 Bab

A béabdllapot hossza valtozo, altaldban 5-12 napig Szinezetik a vilagossargatol a
szlUrkés- barnasig terjed, a bab feji és andliserésltalaban eltér sziri. A Pedicig
TrichyphonaésDicranota génuszok fajai selyemgubét készitenek magukna&|yatnkilonboa
tormelékekkel boritanak be, ezzel alcdzva magukdidbokat mindig a vist tavolabb, moha
parnakban, az iszapban vagy a homokban taldljukmoielen esetben a vizszint folott. A
badbokon a protonal szarv (a trachea nyilasok helajozd alakd, drichyphonagénusz
esetében rovidek és szélesekPedlicia (Pedicia) rivosa rivosafaj esetében lapitottak,
aDicranotagénusz esetében roévid kupsgzemig azUla génusz fajainak hossziu megnyult. A
nemek megkulonboztetitetk baballapotban. A dstények andlis szegmense Altalaban
megnyultabb, ceruzahegy alaku, és nem taldlunka rajiskéket, mig a himek utolso
potrohszelvénye tompabb és jol fejlett kindvéseketkéket talalunk rajta (Brindle 1963, 1967,
Gelhaus és Byers 2008).

1.2.2.4 Imago

Imagoék megnyult I1dbakkal, csapokkal és szarnyatdw@dielkeznek, méretik igen valtozé
az 5-37 mm-es méret tartomanyban. &tények mindig nagyobbak a himeknél. Elethosszuk
valtozo, 4-5 naptdl 1-2 hétig terjed. Imago korlmaér nem taplalkoznak, legfeljebb harmatot,
nektart szivogathatnak. A fajok tobbségénél az ettrendszer visszafélott,
csOkevényes akarcsak a szajszervek. Kiltakarojukonwgé konnyen kiszaradnak ezért a
magasabb paratartaimid helyeken taléljdket, mint patakpartok magas-korés tarsulasai.
Az Ula génusz fajait eftkben, tleg fenyvesekben és bikkdsdkben talaljuk, ahol mpairekon
pihennek. APediciagénusz esetében gyakran megfigyélhbbgy az egyedek a ndvényeken
maszkalva keresik egymast, &lsar labukat tapogatasra hasznalva (sajat megégyeBizonyos
esetben a himek ,legényest” jarnak, amikor is dgyagaslo pont folott gilnek 6ssze és ott fel-
le repkednek, ezzel csalogatva odadatényeket. A parzast kovein a rstények 1-2 napon
belll lerakjak a petéiket, nedvesebb talajba, maiheikba, iszapba vagy a kisebb patakok

esetében a parti réegidba (Gelhaus és Byers 2008).



A két alcsaladot (Uliinae és Pediciinae) a szarrlgoh sirii szrok jelenléte vagy hianya
alapjan, valamint a larvak esetében az érdogal&ioives lebenyek szama alapjan (Uliinae 5
lebeny, Pediicinae 2 lebeny) kulonitik el. Mig angszokat, algénuszokat altaldban a
szarnyerezet alapjan. A génuszok elkllonitése sardéarvakori bélyegeket is figyelembe
vesznek, mint a Ié@zkorongot korll ved lebenyek szama és hossza, a maszo6 képletek eipusa
szama, valamint a fejtok kulonk®morfoldgia jellegei (Brindle 1963, OosterbroekTéseowald
1991). A kifejlett egyedeket a szarnyerezet és tdmat, a test szinezettsége alapjan kulonitik el,
valamint a himek esetében a ivarszervi fluggelékaiklegfontosabb fajbélyegek, mig
a rmstények esetében még nincs kidolgozott hatarozékutojécé és a cercusok alakjara nézve
(Brindle 1967, Stary 1992, Savchenko 1986c¢).

A Brindle 1963-ban kilonitette eléslzér aPedicia TrichyphonaésDicranota larvakat
génusz szinten. Figyelembe véve a maszastisegpletek tipusat (allabak vagy dorzsfeliletek),
az 0rdog alarcot korilvévlebenyek hosszusagat. Ezt kdest kevés atfogobb tanulmany
készilt a Pediciidae csalad larvairdl és azoltksuni tartalmaztak Uj informaciokat (Alexander és
Byers 1981, Reusch 1988, Gelhaus 2008), csupanlaiva leirdsa tortént meg kinevelés
valamint kizarasos alapon (Podeniene 2003, Kriviosh2009, Reuach és Oosterbroek 1997), a
fajbélyegek kivalasztdsanal nem toértént meg a tédjal valdé pontos dsszehasonlitas. Ezen
csoport esetében genetikai alapu larva-kifejletsitas, valamint dsszehasonlitd morfologiai

vizsgalatok még nem torténtek.
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2. Célkitiizés

F3 célkitizéseink:

1. Megvizsgalni, hogy a standard DNS technikdk memnyiasznalhatok a Pediciidae
csalad esetében a Karpéatok térsépldirt fajok elktlonitésére.

2. Kriptikus diverzitas vizsgélata@icranotagénusz fajai esetében.

3. Larvaalakok tarsitasa a kifejlett egyedekkel DN&ksenciak segitségével,Pediciaés

Dicranotagénuszok esetében (a Karpatok térségéléeiajéknal).

3. Hipotézisek és predikciok

Célkitizéseink alapjan a kovetkihipotéziseket fogalmaztuk meg.
El$ szamu célkitzés: Standard DNS szekvenciak tesztelése

Hipotézis 1: Morfoldgiailag nehezen elkulonitliefajok esetében a mtDNS szekvencidk sem
strukturalodnak.

Predikciol: Azért nem talalunk genetikai kilonbdéyekdzel rokon fajok esetében, mert
nem is beszélhetiink két kilén fajrél, csak a fdgelilli morfologiai valtozatokrol.

Predikci62: A COlI mtDNS szekvencidk nem alkalmasa&n csoport esetében a fajok

szétvalasztasara.

Hipotézis 2: Morfologiailag nehezen elkilonitléetfajok esetében a MmtDNS szekvenciak
egymastol szétvalo csoportokat mutatnak ki.
Predikcio: A fajok régoéta szétvaltakyegistol, a mtDNS-Ukben I8\kilonbségeket nem

kovette szamottévmorfoldgiai valtozas.
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2.

Kettes szamu céliités: Kriptikus diverzitas vizsgalata

Hipotézis1: Nincs kriptikus diverzitas a fajokon belul.

Predikci6 1: A Pediciidae csalad esetéla mitokondridlis COIl szekvencidk nem
hasznalhatbak a kriptikus diverzitas kimutatasara.

Predikcié 2: Nincs elég mintank a fajakonb6d populaciobdl, ezért a kis mintaszam
miatt nem sikerdlt kimutatni valtozatossagot.

Hipotézis2: Genetikai diverzitast lehet talalni egyes fapapulacioi kozott.
Predikcié: A fajon bellli populaciok g@a elszigetédtek egymastol, ennek
kovetkeztében genetikailag elkilontlt csoportokedzélhetlink.

Harmas szamu céliktes: Larva-imago tarsitas

Hipotézis 1: A larvaalakokat lehet genetikailag tarsitani imgokhoz, viszont ezen fajok
egymastol morfoldgiailag nem kilonitbktel.

Predikcio 1: A $r0s szemi iszapszunyogok esetében a larvakori alakok nagdigbn
jellegeketoriztek meg, amelyek a fajok szétvalasaval sem ztto

Predikcié 2: A larvak igen apré, edded nem tart bélyegek alapjan kuléniulnek el
egymastol, amelyet a fellletes morfoldgiai vizsgi{anem mutattak Ki.

Hipotézis2: A larvak a standard DNS technikak segitseggrsithatok, és a fajok egymastol
morfoldgiai jellegeikben is eltérnek.

Predikcio: Vannak olyan morfologiai Igglek, amelyek alapjan lehetséges a larvak
fajszinti hatarozasa.
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4. Anyag és modszerek

4.1. Genetikai vizsgalatok

A vizsgalat sordn a Pediciidae csaladbdl tartozagibkat gyijtottiink be amelyek 4
génuszbdl Pedicia, Dicranota, TricyphonésUla) szarmaztak. Larvakat a Pedicia, Dicranota
valamint a Trichyphona génuszokbdl sikerUltijggni., A begyijtott imagdkat és larvakat
morfologiai és genetikai médszerekkel vizsgaltukbégyijtott példanyok kozul 497 példanyt
kaldtink Kanadaba, ahol a DNS vonalkodozasi ptojéarcode of Life Data Systems (EUTIP
— Tipuloidea of Europe projekt) — keretében elvégjeza citokrom c-oxidaz |1 5’ végi 658
bazispar hosszUsagu szakaszanak a szekvenalasétkiddott 497 példany 87.2% esetében
sikeriilt COlI DNS szekvenciakat kivonni, €328 esetben sikertlt 650 bp-nal hosszabb
szakaszokat kinyerni. Ricranotagénusz esetében 133 példanybdl szarmazé szekudimiih
86 szarmazott larvakbol. Az imagok esetében 16 ofajlikertlt megfelél hosszusagu
szekvenciédkat kinyerni. Rediciagénuszbdl 11 fajnak tértént meg a szekvenaltatisszesen
144 szekvenciabol 29 larvakbdl szarmazott. Aa génusz esetén 4 fajbdl 13 példanybdl
sikeriilt megfeldd hosszusagu szekvenciat izolalni, migraeyphonagénusz esetében 45-6t
7 fajbdl, itt 2 szekvencia szarmazott larvakbossgesen 12 orszag terilétészarmaztak a

gyiijtott Pediciidae imagok és larvak.

A molekularis vizsgalatokhoz az irodalomban marzha#f és ajanlott mddszereket
hasznéltuk. A MEGA 5 ndvprogram segitségével szerkesztettiink a molekukkat (Zhou és
mtsai 2007, Pauls és mtsai 2010). Vizsgélatainlkarsan fak megrajzolasanal szomszéd-
0sszevond (Neighbor-Joining) modszert hasznéltomkel ezen dsszehasonlitas érzékeny a fa
végs elagazasaira, igy jol hasznalhatd szétvald csopazonositasara. A molekularis fak
szerkesztésekor Kimura 2 paraméteres modellt hilskn&ami a béaziscseréek kozul csak a
tranzicios-tranzverzios kulonbségeket veszi figydle és egyetk a bazisgyakorisagok.
Az elagazasok ,helyességét” bootstrap maodszerrekgaltuk, 10.000-es ismétléssel. Azért

hasznéltuk a bootstrap mobdszert, hogy megvizsgalakelagazasok egy visszatevéses
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mintavételezés soran a vizsgalatban, hanyszor adjgnazt az eredményt. A nagyszamu
ismétlésre az eredmények pontossaga miatt voltsegiikAz elagazasokddeli sorrendjének a
megallapitasra kulcsoportot valasztottunk mindenugenal . Kilcsoportba olyan kézelrokon
fajokat valasztottunk, amelyek kozeli rokonai asgalt csoportnak, de nem tartoznak bele (nem

alkotnak monofiletikus csoportot veliik).

A fajhatarok elkulénitésére Zhou és mtsai 2007-kidiolgozott rendszerét hasznaltuk,

akarcsak a larva tarsitasok esetébe.

4.2. Morfolégiai vizsgalatok

Az imagok esetében a him genitaliat (ivarszervigélgket) tanulmanyoztuk. Az egyed
potroh-csucsét levagtuk, majd ezt 10%-o0s KOH olalatlvizfirdn kb. 10 percig forraltunk. Ezt
haromszor atmostuk, d&dzoér vizzel, majd kétszer 70%-os alkohollal. Tarargozasig
alkoholban vagy glicerinben taroltuk. A morfolégig@llegeket Olympus SZ61 binokularis
nagyitoval vizsgéaltuk (30-100-szoros nagyitason).

A larvék esetében a fejtokokat vizsgaltuk, amel@sa fent leirt médszert hasznaltuk a
megfeleb elokészitéshez. A larvak fejkapszulairdl és a melldjakyezett milliméteres pappirrol
egy Olympus SP500UZ digitalis fényképgeéppel készitettiink képeket, amelyeket a Gimp 2.6
képszerkes#t programmal vizsgaltuk. A larvak esetében a kowilellegeket vizsgaltuk: a
légzokorongokat és azt korilvéebenyek alakjat és hosszat, a mozgasteg)itt képleteket,
valamint a fejtokok alakjat és a rajta talalhatdokibozd szajszervi fuggelékeket (ragok,
allkapcsok, fel8ajak formaja, hiposztomalis lemez alakja, a preomantintazatat), az antennak

alakjat valamint éfiszrok helyzetét.
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5. Eredmények

5.1. Standard DNS technikak tesztelése a fajok elkinitésére

A szomszéd-6sszevond mobdszerrel, Kimura 2 paraegtenodellt hasznalva és
az elagazasok helyességét 10.000 ismétlées melbetbtstrap modszer) molekularis fakat
szerkesztettiink. A fakon azon eldgazésokat tekitktdtelyesnek, amelyeket legalabb 75 folotti
bootstrap értékek tamasztottak ala. Ezen bellukisckoportot kilonitettiink el. Blscsoport a
gyengén ala tamasztott csoport, amely esetébenotsttap értékek 75-90 kdzott voltak. A
masik e6sen alatdmasztott csoportba a 90-100 bootstrap ke&ktél alatdmasztott
elagazasok kertltek (Zhou és mtsai 2007, Paulstsas @010).

A vizsgalatok soran a félrehatarozott vagy egyéikakiatt a BOLD System rendszere
altal kis#irt szekvenciakat nem vettik bele az elemzésekbe.

A fajhatarok és a kriptikus diverzitas teszteléseas adatsorainkba nem vettik be a
larvakat csupan a kifejlett alakokat, kdvetve Zigsumtsai altal felallitott médszert a fajhatarok
elkulonitésére. Aicranota génusz esetében kilcsoportkémeaticiagénuszba tartozBedicia

(Crunobia) staryfajcsoport két fajat vettukR. (C.) staryés aP. (C.) apusenica.

Molekularis vizsgalataink alapjan magas bootstrapékékkel (>90) alatdmasztott
elagazasokat talaltunk Ricranota (Dicranota) bimaculatgbootstrap érték (a tovabbiakban:
BE) = 100) Dicranota (Paradicranota) simulan®@E=100),D. (P.) martynovoskBE=100), D.
(P.) landrocki (BE=100),D. (P.) pallens(BE=100) és aD. (P.) brevicornis(BE=99) fajok
esetében. M. (P.) gracilipes, D. (P.) pavida, D. (P.) mikags aD. (P.) consimilisesetében
csupan egy kifejlett him példanynak a szekvenc@jéendelkeztiink. Viszont ezen fajok is a
taxonazonositéd fan kilon levalé agakat képezAdiaxonazonosito fan zélddel jel6lt leagazasok

jelélik a genetikailag is elkilonéifajokat (3. abrg).

A D. (P.) subflammatra illetve D. (P.) auripontium esetében nem sikerilt a

morfoldgiailag kilénb6é fajokat megefsiteni. Egyik faj sem valik szét elagazé csopodok
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3. &branmegvastagitott (fekete szin) elagazas jel6li. Ermeagyarazata lehet, hogy az altalunk
hasznalt COl mtDNS szekvencidk nem alkalmasak esdpprt szétvalasztasara. Feltevésink
helyességének vizsgalatahoz tovabbi példanyokiamiat mas szekvencidk hasznalatara lesz

szlikség a tovabbiakban.

5.2. Kriptikus diverzitas vizsgalata aDicranota genusz fajai esetében

A Dicranota (Ludicia) ludicipennisgs aDicranota (Paradicranota) flammatrdajok
esetében kiemelkédkriptikus diverzitast véltink felfedezni, melyeketgas bootstrap értékek
is alatamasztanak (100 illetve 97). Azémdtes morfologiai vizsgalatok nem mutattak ki
kilonbségeket a fajok esetében a két genetikailligomilé csoport kozott. A szekvenciak
kozotti divergencia teszteléséhez tovabbi példareyddsz szikség. A3. abrankékkel jeldlt

elagazasok jeldlik a kriptikus diverzitassal relkeab fajokat.

Molekuléris vizsgalatok soran sikertlt egy morfalilgg is jol elkilonib, a tudoméany
szamara ismeretlen fajt azonositani az Erdélyiedaepységhl, melyet magas bootstrap érték is
ala tdmaszt (100). Az 6sszehasonlité morfologiasgalataink soran ®. (P.) brevicornis
formacsoport tagjanak véltik az ivarszervi struikuwvizsgalatakor. A2. abrana D. (P.)
brevicornis és az Aaltalunk beazonositott Uj faj him ivarszdiiggeléke lathato, viszont a
molekularis vizsgalatok alapjan a fajba (P.) mikianaformakdrh6z csatlakozik3( dbra kék

szinnel jel6lve).

Bar a szomszed-6sszevond modszer nem alkalma®riddigai leszarmazasok pontos
felderitésére, mégis latszik, hogyladicia algénusz (jelen esetben a Karpatok térségében
egyedul edfordulod faja aDicranota (Ludicia) ludicipenniglesen elkilonil ®icranota génusz
masik (egymastdl viszont el nem kulééiDicranota és Paradicranotaalgénuszoktél. Ezt a
morfoldgiai vizsgalataink is ald thmasztjak.
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2. abralvarszervi figgelékek (dpicranota (Paradicranota) brevicornjgb) Dicranota

(Paradicranota) sp. n.

4 Dicranota auripontium
i Emndl auripontium

Dicranota auripontium

b Dicrancta subflammatra
Dicranota subflammatra

D. subflammatra - auripontium
Dicranota subflammatra
99 b Dicranota subflammatra

Dicranota subflammatra

Dicranota flammatra

Dicrancta fammatra :| D.flammatra

Dicrancta flammatra

Dicrancta androcki
™ _mln\:r:nm fandrocki j|D, landrocki
Dicrancta landrocki
oerntaarncices 3D, gracilipes
" Dicrancta pallens
i:'wE[ Dicranota paliens ]D pa”el"IS

47 b= Dicrancta pallens

75 ¢ Dicrancta martynovski
199 ¥ Dicrancta martynovek :|D.martynovoski
Dicrancta martynovski

Dicranota brevicomis

Dicrancta brevicornis D . .

s | - DrEViCOMIS
Dierancta brevicornis:

oeranctamikiana ] D, mikiana

e Dicsanctapavida 71 ). pavida

a5 Dicranota sp. n.

Dicranata sp. n.
100 | y Dleranota . n D. 5.0
] 96 I Dicrancta sp. n

| Dleranota simulans

100 | Dicrancta simulans

]D. simulans
Dicranota bimaculata

Dinaiabmacuata | [, bimaculata
Dicranota bimacutata

Dicranca eonsimis. 71 [, consimilis
10 | Dicranota lucidipennis :ID ludicil :
. ludicipennis type 1

Dicranota lucidipennis

Dicranota lucidipennis

Dicranota lucidipennis

9 | Dicrancta ucidipennis
Dicranota lucidipennis
100 | Pedicia apusenica
Pedicia apusenica
Pedica staryi
100 L= Pedicia staryi

#| | oicrancta weidipennis | D, Iudicipennis type 2

Paradicranota

Dicranota
I Paradicranota

Ludicia
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3. abra. Taxonazonosito fa (szomszéd 6sszevond modszerimalirK 2 paraméteres modell,

10.000 ismétlés) Ricranotagénusz kifejlett egyedei alapjan.

5.3. A larva-kifejlett tarsitas

A larvatarsitasok esetében Zhou és mtsai (2007Pads és mtsai (2010) altal a
egy tarsitast ha: 1) kritérium - a larva a kifdéjlegyeddel azonos haplotipusba tartozott, 2)
kritérium - ha a fajhataron belll csatlakozott&ndz és ezt csatlakozast 75-nél nagyobb
bootstrap értékek tamasztottak ala. A larvatarsités fogadtuk el, ha larva a fajhataron kivilre

esett a levalé 4gak esetében is.

Ennek alapjan 5 fajnak sikerdlt tarsitani a lary&gdtbl 4 eddig ismeretlen larva alakot
talaltunk. A Dicranota (Dicranota) bimaculatdarva a szakirodalombdl ismert volt (Crisp és
Lloyd 1954, Elliott 1988), ad4. abran kék szinnel jelolve. ADicranota (Paradicranota)
flammatra D. (P.) mikiana D. (P.) brevicornis valamint aD. (Ludicia) ludicipennisfajok
larvait sikertlt eléként tarsitani. AD. (P.) mikianaésD. (P.) brevicornisfajok esetében az 1)
kritérium alapjan, mig a masik két faj esetéo@n(pP.) flammatra(BE=96),D. (L.) ludicipennis
(BE=100) a 2) kritérium alapjan tarsitottuk a la@t(ad. abranzold szinnel jelolt elagazasok).
Ez utébbi két faj esetében egységes fajként kdealtéeét levald kriptikus diverzitast mutato
csoportokat is, mivel az alaposabb larvamorfologi@yelembe vételéevel sem sikertilt

kilonbségeket talalni.

A D. (P.) gracilipesfaj esetében nem fogadtuk el a tarsitast, mivebsszes larva a
fajhataron kiviilre esett, valamint az utolsé elégazsetében alacsony BE=47 értéket kaptéink (
abranpiros szinnel jel6lt rész). De minden bizonnyaidabi kifejlett, illetve larvakbol szarmazo

szekvencidk segitségével lehetséges lesz e féjpeseis a helyes tarsitas.

Hét olyan elkulonil agat sikerult azonositan#.( 4brg, amelyeket larvak alkotnak,
amelyek esetében nem rendelkeztiink imagokbdl szérG®l1 szekvenciakkal, mivel eddig
nem sikerllt az 0sszes Karpéatok térsegebéforeluldo Dicranota fajt begyijteni. Tovabbi

fajokbol szarmazo6 szekvenciak segitségével biatssaril e fajok larvait is tarsitani.

18



19



Dicranota sp. 1

] Dicranota sp. 2

-n Oierancta graciipes ] D. grac“ipes'?

-

Dicranota sp. 3

D. flammatra

Olcrandts subarmmatra

10 Dirancts sutammans
» Dicancts subtammata
Dieranata 5.
7| “Joemnan s

Diranata s

Dicranota sp. 4

il J D. brevicornis

ey - D. mikiana
icranota sp. 5

anciaparida

| Dioanota b aeulata
Dicranta bimseudsts
Dicranata bimssitats

T S D. bimaculata

Dicrarsta =5

Dicranata sp.

L Do conemis

{50 § Derances sp.

i :I Dicranota sp. 6

Dieranota s,

Dicranota sp. 7

4. abra. Taxonazonosito fa (szomszéd 6sszevono

mddszerrel, Kimura 2 paraméteres modell, 10.000

L ismétlés) a Dicranota génusz tarsitott larvai
s alapjan.

| bermnots =p

D. ludicipennis

| perncta =2
| brcranom =

‘ Dicranots sp
Dieranota sp

| ieesmcts sp
Pedcia stary
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A Pedicia génusz fajhatarait mas munkak keretében sik@géltolni genetikailag és
morfoldgiailag is (Mészéaros 2009, Csepregi 2010nd3éAvar 2012, Ujvarosi és mtsai 2009,

Ujvarosi és Balint 2012), igy e részt dolgozatomiiszletesebben nem targyalom.

A Pedicia génuszba tartoz6 5 fajnak sikertlt a larvajatitéms a standard DNS
szekvencidk segitségével. Bbla Pedicia (Pedicia) rivosa rivos#aj larvaja az irodalombdl
ismert, viszont a tarsitast sikerilt genetikai akldl is alatamasztanb( dbrankékkel jeldlve).
Négy eddig ismeretlen larva alakot sikerilt geraslilg tarsitani a fent leirt kritériumok alapjan.
A Pedicia (Amalopis) fuscgBE=100), P. (A.) occulta (BE=99), P. (Crunobia) litoralis
(BE=100) és &. (C.) zernyi(BE=98) fajok esetében. Ezekeaabranzold szinnel kiemelt

elagazasok jelolik.

A Pedicia génusz esetében is talaltunk a larvak altal mégbzott két agat, amely
esetében nem csatlakozik egy imagd szekvenciajazsb. abran feketével kiemelt részek).
Ebben az esetben sem rendelkeziink a Karpatok éfrségelterjed 6sszes faj szekvencigjaval.

Tovabbi gyijtések szikségesek ezen geénusz esetében is.
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P.occulta

P.littoralis

Pediciasp. 1

- Pediciasp.2

P.zemyi

P.rivosa

5. &bra. Taxonazonosit6 fa (szomszéd dsszevond
mddszerrel, Kimura 2 paraméteres modell, 10.000
ismétlés) Pediciagénusz tarsitott larvai alapjan.
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5.4 A larvak morfologiai 6sszehasonlitasa

A begyijtott és tarsitott larvak esetében is tobb bélydiggelembe véve, valamint az
eddigi irodalmi feljegyzéseket felhasznalva a geéolselhatarolasara fontos bélyegek a
kovetkedk: a ordogélarcot korulvév két lebeny hossza, a maszast sediépletek tipusa
(allabak vagy dorzsfellletek), az éallkapcsok (maxihossza és alakj®.(4bra 1. jelleg), az

antennak hossz&é.(abra2. jelleg).

Vizsgalataink sordn &z0r sikerllt olyan, morfolégiai jellegeket talglramelyek
segitségével lehetségesadicia és Dicranota algénuszok egymastdél vald elkilonitése, fontos
bélyegek a fent emlitettek mellett a rAgok alaKjaapra, a ragokon jelenlé/masodlagos fogak
jelenléte vagy hianya7( abra pirossal jeldlt jelleg), a hiposztomalis lemezkg@a(6. abra 3.

jelleg), a prementum mérete és mintaz8taabrg), valamint a larva testénekésdzottsége.

6. 4bra.Dicranota (Ludicia) ludicipennidejtokja balra dorzalis és jobb ventralis néseth —
allkapocs (maxilla), 2 — antenna, 3- hiposztomi@isez, hiposztomalis fogakkal, 4 — #@lgjak,

5 érdszrok
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(@)

7. abra.Balra (a)D. (Ludicia) ludicipennisragoja, jobbra (bD. (Paradicranota) spragoja

jelélve a masodlagos fogak jelenléte

L) olw,
k ﬁ L‘ﬂ‘ -:;"{

8. abra.D. (Paradicranota) spprementuma, jelélve a rajta talalhaté mintazat

Az aladbbiakban egy rovid hatarozé kulcsot adok needDicranota és Pedicia

algénuszainak elkllonitésére.
Dicranotagénusz esetébe:

1. A ragokon hianyoznak a masodlagos fogak, a ragjaaka7. dbran(a) lathato, a
hiposztomalis lemez két oldalan nem taldlunk j&wmde fogakat, a prementum
szélességének és a hiposztomalis lemez széleskégéh@nyadosa 0,85 kordli

................................................................................................... Ludicia algénusz
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2. A ragokon jelen vannak a méasodlagos fogakapra (b)), a hiposztomalis lemezen
talalunk jarulékos fogakat, a prementum dorzaldakiin két oldalt abran lathato
mintazattal 8. abrg, a prementum szélességének és a hiposztomaligzlem
szélességenek a hanyadosa 0,70 KOTUli.......cccuuevviiiiiieieieieiiiieee e 3

3. Alarva teste és a 6rdokalarc két lebenye kdzepesgy ebsen sérdzott, a lebenyek
k6zepesen hoSSZUAK ..........ccoeeeiiiiiiiceeeemiiiiiee e Paradicranotaalgénusz

4. A larva gyengén €x0zO6tt, az ordogalarc két lebenye hosszu és aligosatt
................................................................................................ Dicranotaalgénusz

Pediciagénusz esetében

1. Dorzsfellleteket a V-VII szegmenseken talalunk. z&lgényezetség nehezen kivehet
csak a V-ik szelvéngt joI megfigyelhed. A légzdnyildsok igen aprok,
...................................................................................................... Amalopisalgénusz

2. A IV-VIl-ig terjed6 szegmensen taladlunk dorzsfellletet, ezek jol ttefe A test
szelvényezetség [0l medfigyeliet A légad nyilasok nagyobbak (igy sem
L0 EST=Te [0 157= 1 ) 3

3. A hiposztémalis lemez két oldalan kiszélesedagy félhold alaku jarulekos élleket
122 1= 11U 1 Y Crunobiaalgénusz

4. A hiposztdmalis lemez két oldaldn nem figyethebeg jarulékos él. A larvak nagy

TEIMETIEK .. e Pediciaalgénusz

A fajszinti hatarozasban eddigi megfigyeléseim alapjan iget aprfoldgiai jellegek
szilkségesek. Mint a prementum alakja és mintazggtt@a abrg, a feldajak (labrum) alakja és
rajta talalhato éxszrok és pappilldk helyzet& (4bra— 4 jelleg), valamint a fejtok ventralis és
dorzalis oldalan talalhaté é&zzrok szama és helyzet®.(dbra— 5 jelleg). Ezen bélyegek

tobbsége csak mikroszkdpos nagyitas (100-400X)etheizsgalhato.

Ugy a Pedicia mind aDicranota génuszba tartozo fajok fajszinhatarozasahoz még
joval tobb tarsitott larva egyedre lesz szikségelmbizonyos esetekben kevés szamu és tdbb
larva stadiumban lév larvank van. A megfelél bélyegek megtaldlasahoz, mindenképp

szlilkséges a Karpatok térségébénfabk legaldbb 80-90%-nak a tarsitasa.
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Morfolégiai méréseket is végeztem 7 jelleg esetéBekivetked részeket mértem le: a
fejtok hossza és szélessége, a hiposztomalis lenélessége, a prementum szélessége, az
allkapcsok hossza és szélessége valamint az aktbosaza 4. abrg. Viszont a kevés sikeres
tarsitds miatt, valamint kis mintaszam miatt etreéedmények statisztikai elemzése meég varat

magara.

Az viszont elmondhaté, hogy, statisztikailag nem nekgfigyelésék és mérések alapjan a
Dicranota génusz esetében elmondhato, hogy ualicia algénusz esetében a prementum/
hiposztomalis lemez arany (0,85 — 16 lemeért latapjan) mint az ebben a jellegben egymastol
szét nem valdicranota és Paradicranotagénuszok esetében ahol ez az arany 0,7 koérdli 7
lemeért larva alapjan. Viszont ennek a kulonbségtatisztikai elemzéséhez tovabbi példanyokra
lesz sziikség.

9. abra. Dicranota (Ludicia) ludicipennisfejtokja ventralis nézetth, feltintetve a mért
morfologiai jellegekkel AH — antenna hossAH —allkapocs hossASZ — allkapocs szélesség,
FH — fejtok hosszFSZ — fejtok szélessédhiSz — hiposztomalis lemez szélesséfSZ —

prementum szélessége).
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6. Osszefoglald

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy:

1. A standard COI mtDNS szekvenciak alkalmasak a Mdde csaldd fajainak
elhatarolasara, ez alol kivételt csak Dacranota subflammatra— D. auripontium
fajkomplex jelent.

2. Genetikai elemzések soran sikerdlt kriptikus diitést kimutatni eDicranotagénusz ket
faja esetben, valamint egy a tudomany szamara éleer morfoldgiailag is elkulonél
fajt sikertlt kimutatni az Erdélyi Szigethegységb

3. Molekularis modszerek alkalmasak a larva-kifeflatsitasra a Pediciidae csalad esetében

is, ez alapjan 8, eddig ismeretlen larva alakatrsik tarsitani.

7. Koszonetnyilvanitas

Kbdszonettel tartozom témaveéetnek, dr. Ujvarosi Lujzanak a szakmai atmutatadokér
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