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1. BEVEZETES

1.1. A palacknyak hatas kovetkezményei és kimutatasa

A genetikai variabilitds nagyon fontos komponense a populacidk hosszi tava
fennmaradasanak (England és mtsai 2003; Nystrom és mtsai 2006). Az é16hely fragmentaciod
a populaciok kisebb alegységekre esését, illetve azok egymastol vald izolalodasat
eredményezi, igy csokkentve az effektiv populacidméretet (Thomas €s mtsai 1998). Azonban
egy ilyen demografiai valtozds, azaz az egyedszdm drasztikus visszaesése a genetikai
variabilitdsra negativ hatassal van, annak mértékét jelentdsen csokkenti, hiszen az eredeti
populécid ritka alléljai nagyon kis eséllyel maradnak fenn az utédpopulacioban. Raadasul egy
kevés egyedbdl allo populacidban az allélfixalodas is sokkal gyorsabb iitemben megy végbe
(Frankham ¢és mtsai 2002; Allendorf és Luikart 2006). Azonban a csokkent genetikai
diverzitas a populacié fitneszét is befolyasolja (Lacy 1997; Amos és Balmford 2001; Larson
¢s mtsai 2002), hatdsara a populacié kornyezethez valod alkalmazkodoképessége szintén
csokken. Eppen ezért fontos, féleg veszélyeztetett fajok esetében, hogy kellé informécid
legyen birtokunkban a genetikai variabilitasrol, hogy 1épéseket tudjunk tenni a faj megdrzése
érdekében. A populaciok jelen genetikai adatainak felhasznalasaval az eldbbiekben vazolt
tendencidk alapjan tehat kovetkeztetni tudunk arra, hogy a multban tortént-e drasztikus
demografiai csokkenés a vizsgalt populacio(k)ban. A palacknyak hatas kdvetkeztében ugyanis
a populacidban atmenetileg nagyobb heterozigota gyakorisdg mérhetd, mint azt a
lokuszonkénti allélszam alapjan varnank, mutacio-drift egyensulyt feltételezve (Cornuet €s
Luikart 1996). Raadasul az allélgyakorisagi osztalyok (0-0,1; 0,1-0,2;...0,9-0) aranya is
jelentésen megvaltozik. Egy palacknyak hatassal sujtott populacid esetében: a ritka allélok (O-
0,1) gyakorisaga lecsokken az elméletileg varhatohoz képest, mig a kdzepesen gyakori allélok
(0,3-0,4; 0,3-0,5, 0,5-0,6) a vartnal joval nagyobb aranyban fordulnak eld (Luikart és mtsai
1998a). Bar a molekularis genetika eszkoztaranak fejlddésével ujabb markereket fejlesztettek
Ki a genetikai variabilitas és a populaciokban zajlé mikroevoltcios folyamatok vizsgalatara
(1d. mikroszatellitek), az enzimvizsgalatokbodl szarmaz6 adatok szintugy alkalmasak lehetnek
arra, hogy kovetkeztetéseket vonjunk le azokkal a populaciéstrukturat alakitd tényezokkel
kapcsolatban, mint amilyen péld4ul a palacknyak effektus (Luikart és mtsai 1998a; Luikart és
Cornuet 1998).



1.2. A biikki szerecsenboglarka — Aricia artaxerxes issekutzi (Balogh, 1956)

Az Aricia artaxerxes (Fabricius, 1793) Eszak-Europatol Kozép-Azsiaig eléfordulé faj,
illetve Kelet-Szibéridban is megtalalhato (Obraztsov 1935, 1936). Elterjedési teriiletének
¢szaknyugati hataran, valamint Dél-Eurdpa hegyvidékein tobb alfajat kiilonitették el (Beuret
1954; Balogh 1956; Kaaber és Hoegh-Guldberg 1961; Urbahn 1964; Hoegh-Guldberg 1966,
1968; Hoegh-Guldberg és Jarvis 1969; Kames 1969; Varga 1968). Ezen alfajok egyike az A.
artaxerxes issekutzi (Balogh 1956, 1. abra) — biikki szerecsenboglarka —, amely a Karpat-
medence meszes alapkézetli, szaraz-félszaraz, rovidfivii gyepeit népesiti be (Varga 1961,
1968). Az imagok f6 nektarforrasként kisebb, sarga viragl, Fabaceae csaladba tartozo
novényeket (Lotus corniculatus, Melilotus spp.) hasznalnak (Varga személyes megfigyelése).
A larvak bizonyitott tapnovénye a Helianthemum ovatum (k6zonséges napvirag) és a
Geranium sanguineum (piros golyaorr). Azonban az A. artaxerxes kiilonb6z6 alfajainak larvai
mesterséges koriilmények kozott képesek mas inicidlis tapnovényen is kifejlodni, példaul
Erodium cicutariumon és mas Geranium fajokon (Hoegh-Guldberg és Jarvis 1969). A biikki
szerecsenboglarka monovoltin faj, évente csupan egy nemzedéke fejlédik ki. Egy ndstény
koriilbeliil 100 petét rak - altaldban egyesével, ndvényenként csak 3-5-6t - a levelek fondkara
vagy a viragriigyekre (Maliczky 1969, Varga 1968). A hernyok kezdetben a tapnévényen
fejlodnek, majd arrol lepotyogva ¢s megfeleld hangyagazdat magukhoz csalogatva,
hangyafészekbe vitethetik magukat, és ott folytathatjak fejlédésiiket. Ebben az esetben
azonban csak fakultativ mirmekofiliarol beszélhetiink, a faj szamara nem létsziikséglet a

fejlodés ilyen forméja (Maliczky 1969).

1. abra Aricia artaxerxes issekutzi — biikki szerecsenboglarka (Fotd: Gor Adam)



A faj Karpat-medencei el6fordulasa két teriiletre korlatozodik, az Aggteleki-karszton €s
a Biikk-fennsikon élnek populacidi. A biikki eléfordulési teriilet koriilbeliil 700-800 méteres
tengerszint feletti magassagban helyezkedik el, és magasabb éves csapadékmennyiség
(atlagosan 700 mm/év) jellemzi. Az aggteleki-karszti ¢l6helyek ennél alacsonyabban vannak
(250-550 m), és az évi atlagos csapadékmennyiség is kevesebb (atlagosan 600 mm/év). A
Biikk-fennsikon az utdbbi évtizedekben jelentsen csokkent a kiilonbozd kezelések (kaszalas,
legeltetés) intenzitasa, igy ezek hianyaban a biikki szerecsenboglarka altal preferalt rovidfiivii
gyepek a szukcesszios folyamatoknak egyre erételjesebben ki vannak téve. Az igy kialakuld
magasfiivii, cserjés tarsulasok mar alkalmatlanok a faj szamara. Ennek tulajdonithat6, hogy a
hatvanas években a Biikkben még gyakorinak mondhato Aricia artaxerxes issekutzi (Varga
személyes megfigyelése) egyre ritkabba, populacioi lokdlisabba valtak az elmult 30 évben.
Ezzel szemben az Aggteleki-karszton a sekély, karsztos aljzatnak koOszonhet6en a
szukcesszios folyamatok Iényegesen lassabb ilitemben zajlanak, mint a Biikkben, vagyis a faj
szamara a vegetaciostruktura sokkal kedvezdbb. Ez viszont nagy és stabil populdciok

fennmaradasat teszi lehetové.

1.3. Célkitiizés

Munkam soran az Aricia artaxerxes issekutzi biikki ¢és aggteleki-karszti populacioibol
szarmaz6 egyedek enzimpolimorfizmusat vizsgaltam. Egyik célom a faj genetikai
variabilitdsanak elemzése volt. Figyelembe véve, hogy az Aggteleki-karszton nagy és stabil, a
Biikkben pedig kisebb és hanyatld populaciok élnek, feltételeztem, hogy a biikki populaciok
variabilitasa alacsonyabb lesz, hiszen a csokkend populacioméret kovetkeztében a genetikai
sodrodas jobban érvényesiilhet benniik. Kutatasom masik kérdése az volt, hogy a palacknyak
hatas genetikai kovetkezményeit Ki lehet-e mutatni a biikki populaciokban A két foldrajzi
régiora ugyanis kiilonb6z6 habitat struktira, és ebbdl addddan eltéré populacios trend
jellemzd. A biikki populaciokban jelentkezé egyedszam csokkenés valdsziniisiti a bottleneck

hatasanak a kimutatasat az er6s és stabil karszti populaciokkal dsszehasonlitva.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. A mintak szarmazasi helye

Vizsgalataimhoz az Aggteleki-karsztrol és a Biikk-fennsikrol 2002-ben és 2005-ben
gyijtott egyedeket hasznaltam fel. Tiz, tobbnyire stabil aggteleki-karszti, és négy Kisebb,
hanyatl6 biikki populaciobol 6sszesen 20 mintat elemeztem (2. abra, 1. fiiggelék). Az egyedek
a f6 peterakasi idészak utan lettek begytjtve, ezt kdvetden az enzimpolimorfizmus vizsgalatig
-80°C-on taroltuk oket.

TN L

2. abra Gytjtéhelyek. B1: Zsido-rét (Zsr); B2: Kecskelab-rét (KIr); B3: Fekete-sar (Fes); B4:

Nagymez6 (Nme); K1: Hacava (Hac); K2: Haragistya, 20-as tobor (HHt); K3: Dénes-tobor
(Dtb); K4: Szelce-puszta (Szp); K5: Sz6l6hegy (Szh); K6: Zabanyik (Zab); K7: Ménesvolgy,
Derenki elagazas (MDe); K8: Tohonya-volgy (Toh); K9: Ménes-volgy, Mogyordskat (MMr);
K10: Lofej-volgy (Lof).



2.2. Enzimvizsgalatok

Vertikalis poliakrilamid gélelektroforézis segitségével 19 enzim lokuszt vizsgaltunk:
akonitaz (Acon), acid-foszfataz (AcphA, AcphB), alkohol-dehidrogenaz (Adh), aldehid-oxidaz
(Aox), észteraz (Est), glutamat-dehidrogenaz (Gdh), glutamat-oxalacetat transzaminaz (Got),
gliikoz-6-foszfat dehidrogenaz (G6pdh), a-glicerofoszfat dehidrogenaz (aGpdh), hexokinaz
(Hk), izocitrat dehidrogenaz (ldh), laktat dehidrogenaz (Ldh), malat dehidrogenaz (Mdh),
malik enzim (Me), foszfoglilkoz izomeraz (Pgi), foszfoglikomutaz (Pgm) és szuperoxid
diszmutaz (SodA, SodB). A tor 300 ul, a potroh 150 pl extrakcidos pufferben lett
homogenizalva. A torbol szarmaz6 homogenizatumokat hasznaltuk a Got, aGpdh, G6pdh, HKk,
Idh, Ldh, Mdh, Me, Pgi, Pgm, SodA és a SodB, a potrohbdl szarmazokat az Acon, AcphA,
AcphB, Adh, Aox, Est, és Gdh enzimlokuszok analiziséhez. Az eljaras soran alkalmazott
extrakcios puffer, az elektroforézis pufferrendszerek, a futasi paraméterek és a festési
modszerek megegyeznek a Pecsenye és mtsai (2007) altal hasznaltakkal. Az egyedek

genotipusat a gélen lathato sdvmintazatok alapjan azonositottuk.

2.3. Statisztikai modszerek

A variabilitas szintjének felméréséhez els6 1épésben meghataroztam a polimorfizmus
paramétereit minden populacidban, majd mindkét évben régionként atlagoltam oket. A régiok
allélkészletének becslése utan megallapitottam a mindkét régidra jellemzd €s a specifikus
allélok aranyat. Valamennyi paramétert Gsszevetettem a régiok és az évek kozott, amihez két
utas ANOVA-t hasznaltam, melyben az egyik f6 faktor a régid, mig a masik az év volt. A
szamitasokat az R 2.12.1 program segitségével végeztem el (R Developmental Core Team
2008). A PAsT 1.56 programsegitségével (Hammer és mtsai 2006), az allélfrekvenciak
alapjan, a populaciok kozott Cavalli-Sforza és Edwards-féle hurtavolsagokat szamoltam
(Cavalli-Sforza és Edwards 1967), majd ezek alapjan UPGMA dendrogramot (Sneath és
Sokal 1973) szerkesztettem. 2000-szeres ismétlésszamot megadva, nem parametrikus
bootstrap értékekkel (Felsenstein 1985) hataroztam meg a dendrogram elagazasi pontjainak
megbizhatosagat. A genetikai és foldrajzi tavolsag kozti korrelacio vizsgalatahoz Mantel-
tesztet (Mantel 1967) hasznaltam 999-es permutacioval. Az analizist a GENALEX6 program
(Peakall és Smouse 2006) segitségével végeztem el A GENECLASS2 (Piry és mtsai 2004)
program révén assignment tesztet végeztem. A program a kiilonb6zé egyedek multilokusz

genotipusa alapjan bayesi statisztikai modszert alkalmazva (Rannala és Mountain 1997)



valosziniségi értékeket adott meg arra vonatkozoan, hogy az egyes egyedek milyen eséllyel
sorolodnak be a karszti illetve a biikki régioba. Végiil megvizsgaltuk, hogy a kapott adatok
mely populacidk esetében utalnak palacknyak hatasra. EQy mutacio-drift egyensulyban 1évo
populécidban az allélok megoszlasa a kiilonb6zé gyakorisagi osztalyokban L-formaju gorbét
mutat; azaz leggyakrabban a ritka (0-0,1) allélok jelennek meg, majd az allélgyakorisag
ndvekedésével exponencidlisan csokken az adott frekvencia osztalyban véarhato allélok szama.
Ezzel ellentétben, egy nemrég palacknyak hatast elszenvedett populacidoban a ritka allélok
gyakorisaga jelent6sen lecsokken a varhatohoz képest. (Luikart és mtsai 1998b). Ezért
Osszehasonlitottuk a vizsgalt populacidokban az allélok megoszlasat a gyakorisagi osztalyok
kozott. Ugyanakkor a palacknyak hatdst kovetéen egy populdcioban relativ heterozigota
tobblet tapasztalhatdo az allélszdm alapjan varhato értékhez képest. Megnéztiik tehat azt is,
hogy mely mintak esetében mutathatd ki szignifikans heterozigdta tobblet a varhatd
gyakorisaghoz képest (Cornuet és Luikart 1996, Luikart és Cornuet 1998). A palacknyak

hatas kimutatasara a BOTTLENECK programot (Piry és mtsai 1999) hasznaltuk.

3. EREDMENYEK

A polimorfizmus valamennyi paramétere magas szintii variabilitast jelez a vizsgalt A.
artaxerxes issekutzi populaciokban (1A, 1B tablazat). Mivel a kiilonb6z6 él6helyekrol
szarmaz6 mintdk egyedszdma igen tdg intervallumok kozott valtozik (12 és 56 kozott, 1.
fiiggelék), ezért nem hagyhatjuk figyelmen kiviil azt a tényt, hogy a l6kuszonkénti atlagos
allélszdmot befolydsolja a minta mérete. Ezért megvizsgaltuk az allélszdm és a mintaméret
Osszefliggését. Tekintettel eldzetes feltételezésiinkre a biikki populacidkban esetlegesen
lezajlott palacknyak hatasrol, ebben az analizisben csak a Karszton, 2002-ben és 2005-ben
gylijtott mintdkat hasznaltuk. Szignifikans (F1, 13=7.22; P=0.0186) logaritmusos 0sszefiiggést
tapasztaltunk a két paraméter kozott: nan=1.681+1.0057*log;oN. Az egyenlet alapjan minden
mintaban kiszamoltuk a korrigalt allélszamot (1B tablazat: nay).

Tovabbi lehetdség az atlagos allélszdm és a minta mérete kozotti Osszefiiggés
kikiiszobolésére az allélgazdagsag (allelic richness) és az effektiv allélszam megallapitasa
(1B. tablazat: Ar, ng). Az allélgazdagsag nem mas, mint a legkisebb mintaval megegyez0
egyedszamu, eredeti mintakbol 1étrehozott részmintakban vart allélszam. Ebben az esetben
tehat az eredeti minta Ujramintazésaval (resampling) kapunk, egy mintamérettdl fiiggetlen

allélszam értéket. Ugyanakkor az effektiv allészam azt mutatja meg, hogy a tapasztalttal



megegyez0 mértékii heterozigotasagot hany, koriilbeliil egyforma gyakorisaggal eléfordulo
allél alakitana ki. Mivel a ritka allélok a heterozigétasaghoz kis mértékben jarulnak hozza,
ezért egy normal populacioban — melyet nem ért bottleneck hatas, és ezért relative gyakoriak
benne a ritka allélok — ez a mérdszam jelentdsen alulbecsiili az allélszamot. Egy bottleneck
stjtotta populacioban azonban, ahol elsésorban a ritka allélok hianyoznak, az effektiv és a
valos 16kuszonkénti allélszamban nem észlelhet6 ilyen mértékii eltérés. Igy tehat, az atlagos
lokuszonkénti allélszdm és az effektiv allélszam kiilonbsége jo jelzdje lehet egy korabban
bekovetkezett palacknyak hatasnak. A kiilonbség szdmolasdhoz a tapasztalt allélszam helyett
azonban korrigalt értékeket hasznaltunk: A;=nan-Ng; A,=Ar-ng (1B. tablazat).

A magas szintli polimorfizmus mellett a vizsgalt régiok paraméterei kdzott szamottevo
kiilonbség figyelhetd meg. A legtobb paraméter magasabbnak mutatkozott a Karszt
populédcidiban a biikkiekhez képest, bar ez a tendencia nem volt kovetkezetes minden
paraméter esetében (1B. tdbldzat). Az all¢lszdm paraméterei a korrigalt lokuszonkénti
allélszam (nan) kivételével szignifikans kiilonbséget mutattak a két régioban (1C. tablazat:
reg). Ugyanakkor a két A érték koziil csak a Ap=Ar-ng mutatkozott szignifikansnak, vagyis az
Ujramintdzas révén korrigalt allélszdm és az effektiv allélszam kiilonbsége. Az évek kozott
csak két paraméterben mutatkozott szignifikans kiilonbség: az effektiv allélszamban (ng) és az

effektiv heterozigota gyakorisagban (He) (1C. tablazat: év)

1A. tablazat. A polimorfizmus régids szintli mutatoi a két vizsgalt évben. A: teljes allélszdm;

S: adott régiora specifikus allélok szama.

Ev Régi6 A S

2002 Karszt 88 38
Biikk 52 2
Total 90 -

2005 Karszt 97 43
Biikk 58 4
Total 101 -




1B. tablazat. A polimorfizmus populécios szintli mutatdinak régiokra szamitott atlagai a két

évben. N: mintaméret; na: l6kuszonkénti atlagos allélszam; nan: mintaméretre korrigalt na;

ne: effektiv allélszam; A1: nan €s Ne kiillonbsége; Ar: allélgazdagsag (allelic richness); Ap: Ar

¢és ngkiilonbsége; He: atlagos vart heterozigdta gyakorisag.

EV Régl(’) N Na NaN Ng Aq Ar A, He
2002 Karsst 40.0 3.18 3.28 1.82 1.45 2.67 0.858 0.317
(£11.4) | (£024) (£0.13) (£0.05) (£0.13) +(0.08) (£0.24) (+0.013)

Biikk 18.2 2.42 2.95 1.62 1.32 2.33 0.708 0.282
#0.8) | (20) (20.02) (£0.02) (20.00) (£0.04) (+0.24) (0.007)

Total 35.7 3.03 3.21 1.78 1.43 2.60 0.823 0.310
(£13.6) | (£0.38) (£0.18) (£0.09) (£0.13) (£0.16) (£0.24) (£0.019)

2005 Karszt 29.5 3.2 3.14 1.85 1.29 2.65 0.798 0.326
(#8.7) | (#03) (20.15) (£0.05) (£0.27) (£0.15) (£0.24) (20.010)

Biikk 33.7 2.8 3.10 1.76 1.34 2.44 0.681 0.302
u (#30.7) | (£0.4) (20.47) (£0.04) (20.51) (£0.03) (£0.24) (+0.008)

Total 30.3 3.11 3.13 1.83 1.30 2.61 0.774 0.321
(£12.9) | (£0.36) (£0.20) (£0.06) (£0.20) (£0.16) (£0.24) (£0.014)

1C. tablazat. Az ANOVA eredményei: a paraméterek Osszehasonlitasa a régiok (reg) és évek

(év) kozott. reg*év: a két 6 faktor kozotti interakcid; Fy16: F-érték, ahol dfi=1 és df,=16; P:

valészinliség. A tovabbi jelek magyardzatat lasd az 1B tablazat szovegében. A vastagon

szedett szamok a faktor szignifikdns hatasat mutatjak.

Na NaN Ne A1 Ar As He
reg Fi16 14.14 3.56 29.55 0.16 18.59 7.13 22.35
0.0017 0.0774 0.0001 0.6987 0.0005 0.0168 0.0002

év Fi16 1.27 0.01 8.86 0.58 0.39 0.68 5.25
0.2759 0.9439 0.0089 0.4583 0.5431 0.4207 0.0358

reg*év Fi16 1.09 2.17 3.59 0.93 1.01 0.08 0.81
0.3118 0.1600 0.0762 0.3492 0.3297 0.7863 0.3826
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A teljes allélszamot vizsgalva elmondhat6, hogy az Aggteleki-karszt allélkészlete kozel
60%-kal nagyobb, mint a biikkié¢ (1A. tablazat: A). Az allélokat régidokban vald eléfordulasuk
alapjan osztalyozva két csoportot kiilonbdztettiink meg: kozos allélok, melyek mindkét
régiora jellemzoek, €s specifikus allélok, melyek csak az adott régioban fordulnak eld. Az
egyes régiokra jellemzO specifikus allélok szdméban jelentds kiilonbség figyelhetdé meg
mindkét évben. Mig ezek a Karszt allélkészletének valamivel tobb, mint 40%-at teszik ki,
addig ez az arany a Biikkben Osszességében nem éri el a 6%-0t (1A. tablazat, 3. abra).
Réadasul a karszti specifikus allélok jelentds része (koriilbeliil 86%-a) ritka allél, vagyis 5%-

nal kisebb gyakorisagu.

2002 2005
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50 4 O spec. 50 - DSI.)-C(-:..
40 - [ kozos 10 [ kozos
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T 0 .
Karszt Bikk Karszt Biikk

3. abra Az allélkészlet megoszlasa a vizsgalt években. Kozds: mindkét régidoban eléforduld

allélok; spec.: csak az adott régiora jellemzd allélok.

A populaciok kozotti Cavalli-Sforza és Edwards hurtavolsagok alapjan UPGMA
dendrogramokat készitettiink a vizsgalt évekre kiilon-kiilon. A dendrogramok mindkét évben
foldrajzi mintdzatot mutatnak, hiszen a populacidk a régidknak megfeleléen két agban
klaszterezédtek (4. ébra). Tovabbi tagolodas figyelhetd meg az aggteleki-karszti mintak
esetében, ugyanis a Karszt szlovakiai részén fekvd hacavai (Hac) populaciobdl szarmazod

mintak mindkét évben elkiiloniilnek a tobbi karszti populaciotol.
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4. abra Cavalli-Sforza és Edwards hurtavolsagok alapjan készitett UPGMA dendrogramok a

vizsgalt években. Az elagazasi pontoknal levd szamok bootstrap értékek.

A tovabbiakban assignment tesztet végeztiink mindkét évre kiilon-kiilon. Mivel a
regionalis szintli osztdlyozads sikerességét akartuk megvizsgdlni, ezért az adatsorunkban
egyesitettiik az egy régidba esé populaciok egyedeinek adatait. Az eredmények értékelésénél
harom kategoriat hoztunk 1étre: jol, tévesen és nem besorolhato egyedek. Az utdbbi csoportba
azon egyedek tartoztak, amelyeket a program nagyon hasonld valoszinliséggel sorolt be
mindkét régidba (a kiilonbség a két érték kozott kevesebb volt, mint 0,05). A harom kategoria
megoszlasa oridsi kiilonbségeket mutatott a két foldrajzi teriilet kozott (5. abra). Mig az
aggteleki-karszti egyedeket a program mindkét évben majdnem 100%-ban helyesen sorolta be
(majdnem minden egyed a karsztiak koz¢ lett sorolva), addig a biikki egyedeknek kevesebb
mint a felét itélte a program ,,valédi biikkinek” (5. dbra). S6t, ebben a régidban jelentds volt a
nem besorolhat6 egyedek aranya is (5. abra). Ez az eredmény parhuzamba allithato a k6zos és
specifikus allélok szdmdaban mutatkozo kiilonbséggel, a Karszt esetében tapasztalt jo

osztalyozas kdszonhetd az ottani specifikus allélok nagy aranyanak.
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5. abra Az assignment teszt eredményei. Karszt: a karszti régiodba sorolt egyedek; Biikk: a

biikki régidba sorolt egyedek; Nem besorolt: azon egyedek, melyek egyik régidba sem

sorolhatok.

Habar a dendrogramok egyértelmii regionalis differencialédast mutattak, az assignment
teszt erdeményei részben moddositottdk a képet. Hogy megvizsgaljuk a két régio
elkiiloniilésének fokat, Mantel-tesztet végeztiink. A genetikai és foldrajzi tavolsagok mindkét
évben szignifikans korrelaciot mutattak, raadasul a két év eredményei gyakorlatilag azonosak,
a korrelacid mértékét és a regresszios egyenesek paramétereit illetéen (6. abra). Ebbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a tavolsag novekedésével fokozodo izolacid (isolation by distance
modell) az, ami legjobban magyarazhatja az észak-magyarorszagi A. artaxerxes populaciok

genetikai variabilitasanak szerkezetét.
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6. abra A Mantel-teszt eredményei.

Ahhoz, hogy magyardzatot taldljunk a két régié genetikai variabilitdsanak a
kiilonbségeire, a palacknyak hatas valosziniiségét vizsgaltuk meg a populaciokban. Ha a
tapasztalt heterozigota gyakorisadg jelentésen nagyobb, mint azt a megfigyelt allélszamok
alapjan, a mutacio-drift egyensulya esetén varnank, akkor feltételezhetjiik, hogy az adott
populacid jelenlegi Osszetételét egy, a kozelmultban lezajlott palacknyak hatds eredményezte.
Figyelembe véve a populacios trendeket, ugy véltiik, hogy a biikki mintainkban nagyobb
es¢llyel kovetkezhetett be hirtelen demografiai csokkenés. Bar az elemzés soran kapott
eredmények nem tamasztottdk ald teljes mértékben az elképzeléseinket, bizonyos
tendenciakat meg tudtunk figyelni. Az allélok kiilonboz6 frekvenciaosztalyok szerinti
megoszlasat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az Osszes karszti populacio — a 2005-0s
zabanyiki minta kivételével — tipikus ,,L. eloszlast” mutatott, vagyis a kisebb gyakorisaga
allélok nagy aranyban voltak jelen, mig a nagyobb frekvenciajiak exponencialisan csékkend
aranyban (7. abra). Azonban a 2005-6s zabanyiki (Zab) populaciéban a 0-0.1 és 0.1-0.2
gyakorisagu allélok joval kisebb, ezzel szemben az atmeneti (0.4-0.5 és 0.5-0.6) gyakorisagu
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allélok viszonylag nagyobb aranyban voltak jelen a normal ,L eloszlast” mutatottakhoz
képest (7. abra). A biikki régioban ennek a forditottja volt megfigyelhetd: harom populécid
(Fes, Klr, Zsr) mutat a zabanyikihoz hasonlo, az intermedier osztalyok iranyaba tolodott
closzlast, mig a nagymez6i populacioban (Nme) a tobbi karszti populaciééhoz hasonlo ,,L-
eloszlast” tapasztaltunk (7. abra). Mindez arra enged kdvetkeztetni, hogy a karszti populaciok
tobbsége (kivéve a 2005-bdl szarmazd zabanyiki minta), valamint a Biikk-nagymez6i (Nme)
populacié esetében fennall a mutacié és a drift egyensulya. Ezzel szemben a 2005-6s
zabanyiki populacié és a biikki populaciok — a nagymezoi kivételével — valdszintileg egy

korabban lejatszodo palacknyak effektus genetikai kovetkezményeit hordozzak.
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7. abra Az allélok megoszlasa a kiilonb6zé frekvenciaosztdlyokban. A populéciok

roviditéseit a Fliggelék 1. tartalmazza.

Ezt a feltételezést erdsitik a polimorfizmus paramétereinek mas csoportositasban vald
Osszehasonlitasa soran kapott eredmények is. A populaciokat mind 2002-ben, mind pedig
2005-ben ujra csoportositottuk: stabil egyedszamu (Nonbot) és bottlenecket feltehetéen
elszenvedett (Bot) populaciokra. A két csoport kozott Gsszehasonlitottuk a polimorfizmus
allél szamokkal kapcsolatos mutatoinak atlagat (2A és 2B tablazatok). Minden paraméter,
egyértelmil szignifikdns kiilonbséget mutatott a két csoport kozott. Kiilondsen fontos, hogy

mindkét A érték — a korrigalt allélszam, valamint az allélgazdagsag és az effektiv allélszam
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kiilonbsége egyarant — szignifikdnsan alacsonyabb volt a palacknyak hatassal sujtott
populdcidkban, mint a tobbiben. Azaz, a heterozigdta gyakorisag alapjan becsiilt allélszam
jobban megkozelitette a valos allél szamok akar extrapolacioval (nay), akar jramintazéssal
(Ar) korrigalt értékeit azokban a populaciokban, melyek feltehetden ki voltak téve a

bottleneck hatasdnak.

2A. tablazat. A polimorfizmus néhany paraméterének atlaga a stabil egyedszdmua (Nonbot) és
bottlenecket feltehetéen elszenvedett (Bot) populacidkban a két vizsgalt évben. na:
lokuszonkénti atlagos allélszam; nan: mintaméretre korrigalt na; ng: effektiv allélszam; Aj:

nan €s Ne kiilonbsége; Ar: allélgazdagsag (allelic richness); A: Ar és ng kiilonbsége.

Na NAN Ne A1 Ar Az

Nonbot 2002 3.18 3.28 1.82 1.456 2.67 0.851
2005 3.26 3.21 1.84 1.368 2.65 0.807

Bot 2002 2.42 2.95 1.62 1.325 2.33 0.777
2005 2.47 2.81 1.77 1.034 2.42 0.644

2B. tablazat. Az ANOVA eredményei: a paraméterek Gsszehasonlitasa a stabil egyedszamu
¢s bottlenecket feltehetden elszenvedett populacidk (bot), valamint az évek (év) kozott. Bot és
év a két fo faktor; bot*év: a két fo faktor kozotti interakcio; Fq16: F-érték, ahol dfi=1 és
df,=16; P: valoszinliség. A tovabbi jelek magyarazatat lasd az 2A. tablazat szovegében. A

vastagon szedett szamok a faktor szignifikdns hatasat mutatjak.

Na NAN Ng A1 Ar A,
bot Fi16 5418 30.05 20.96 9.22 2166 1197
P 0.0000 0.0001 0.0003 0.0079 0.0003 0.0032
év Fi16 0.43 2.34 8.99 6.15 0.29 1.50
P 0.5201 0.1454 0.0085 0.0247 0.5965 0.2387
bot*év Fi16 0.02 0.33 4.73 1.77 0.76 0.05
P 0.8775 0.5752 0.0450 0.2024 0.3977 0.8260
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A palacknyak utan jelentkez6 heterozigéta tobbletre kapott eredmények azonban nem
mutattak ilyen vilagos képet. A heterozigota tobblet kimutatasanak egyik lehetdsége az eldjel
teszt. Ebben az analizisben abbdl indulunk ki, hogy a mutacio-drift egyensily esetén a
lokuszok felénél varunk véletlenszeriien megjelend heterozigota tobbletet. Palacknyak hatas
utdn azonban a varhatonal tobb lokusz fog heterozigdta tobbletet mutatni. A vizsgalt
populaciok esetében azonban csupan a 2005-0s feketesari (Fes) populacioban tudtunk
kimutatni szignifikansan t6bb heterozigéta tobblettel bird lokuszt, mint varhaté. (3. tablazat:
El6jel teszt). Ez a teszt azonban nem veszi figyelembe az egyes lokuszokon tapasztalt
heterozigota tobblet nagysagat. Ezt a hidnyossagot korrigalja a standardizalt differencia teszt,
melyben a heterozigota tobbletet (DH) a heterozigbta eloszlasanak szorasaval (SD)
korrigaljak. Ennek a tesztnek az eredményei azonban még kevésbé voltak egyértelmiiek, csak
a 2005-6s zabanyiki populdcidoban bizonyult kozel szignifikansnak (P=0,06) a heterozigota
tobblet mértéke (3. tdblazat: St.diff.teszt).

Ugyanakkor, a standardizalt heterozigdta tobblet értékei mutattak bizonyos
tendencidkat. Nevezetesen ezek a DH/SD értékek a karszti populdcidkban atlagosan
alacsonyabbnak bizonyultak, mint a biikkiekben (8. abra). Kiilondsen igaz volt ez akkor, ha
nem a foldrajzi régidk alapjan atlagoltam a populécidkat, hanem azt vettem szdmitasba, hogy
az allélok eloszldsa alapjan mely populaciokban tételezhettem fel a palacknyak hatast. Ebben
az utobbi csoportositasban zabanyiki 2005-0s mintat, amelyben palacknyak hatast lehet
feltételezni az alléleloszlas alapjan, nem vettem figyelembe a Karszt populaciok atlagaban (8.
abra: Karst*). A nagymezd6i mintat pedig, amely tipikus L-formaju alléleloszlast mutatott,
nem vettem figyelembe a biikki populdciok DH/SD értékeinek atlagolasanal (8. abra: Biikk*).
A standardizalt heterozigota tobblet értékek igy szamitott atlagai szignifikans kiilonbséget
(F1,14=16,9; 0,001 <P <0,01) mutattak a palacnyak és a tipikus nem palacnyak alléleloszlast
mutato populaciok kozott.

Ugy tiinik, hogy a palacknyak hatas kimutatasa eléggé nehézkes, amennyiben az egyes
populaciokat kiilon-kiilon vizsgaljuk. Ha viszont a mintdkat a benniik lezajlé palacknyak

esemény valosziniisége szerint csoportositjuk, akkor feltarhatunk bizonyos tendenciakat.
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3. tablazat A Dbottleneck tesztelésének eredményei. Elgjel teszt — Vart: mutacio-drift
egyensulyi helyzetben heterozigota tobbletet mutatd lokuszok szama; Tapasztalt: ténylegesen
heterozigodta tobbletet mutatd lokuszok szama; P: valoszintiség; Standardizalt differencia teszt

— DH: heterozigéta tobblet; SD: heterozigotasag eloszlasanak standard eltérése; P:

valdszinliség.
Elgjel teszt St.diff.teszt
Ev  Régi6 Pop Vart Tapasztalt P DH/SD P
2002 Karszt Hac 7,67 10 0,17 0,297 0,12
HHt 8,01 8 0,60 0,026 0,46
Dtb 7,94 9 0,39 -0,068 0,40
Szp 7,58 9 0,32 0,235 0,18
Szh 7,82 8 0,57 0,144 0,29
Zab 7,64 10 0,17 0,251 0,17
Biikk  Zsr 6,78 8 0,34 0,258 0,17
Klr 6,36 8 0,25 0,349 0,11
2005 Karszt Hac 7,91 8 0,59 0,122 0,32
HHt 8,04 9 0,41 0,078 0,49
Dtb 7,60 7 0,48 -0,051 0,44
Szp 7,25 8 0,45 0,042 0,24
Szh 8,13 7 0,37 0,191 0,40
Zab 6,69 8 0,33 0,434 0,06
Biikk Nme 7,51 9 0,30 0,062 0,30
Fes 6,47 10 0,04 0,434 0,07
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8. abra A standardizalt heterozigdta tobblet (DH/SD) értékei a vizsgalt populdcidkban.
Vilagos oszlopok: Karszt populaciok értékei 2002-ben és 2005-ben; kozép sziirke oszlopok:
Karszt populaciok atlagos értékei; Karszt*: a Karszt populaciok atlaga a Zab 2005-6s minta
kivételével; sotétsziirke oszlopok: Biikk populaciok; fekete oszlopok: Biikk populaciok

atlagos értékei; Biikk*: a Biikk populéciok atlaga az Nme minta kivételével.

4. EREDMENYEK ERTEKELESE

A magyarorszagi Aricia artaxerxes issekutzi populaciok meglehetésen polimorfnak
bizonyultak, genetikai variabilitasuk mértéke messze meghaladja mas vizsgélt, Lycaenidae
csaladba tartozo eurdpai fajokét (Schmitt és Seitz 2001, 2002; Schmitt és mtsai. 2002, 2003;
De Keyser és mtsai. 2012. Aagaard és mtsai (2002) észak-eurdpai A. artaxerxes populdciok
genetikai variabilitasat vizsgalva - a mi eredményeinkkel ellentétben - kozepes mértékii
polimorfizmust mutattak ki, atlagosan 1,77 allélt talaltak lokuszonként. A két analizis
eredményei kozti szembetiing eltérést két dolog is magyarazhatja. Okozhatta az elektroforézis
soran hasznalt gélek szerkezete, illetve az alkalmazott pufferrendszerek kozotti kiilonbség,
hiszen ezek a tényezok jelentOsen befolyasoljak a gél felbontoképességét. Ezt tamasztja ala,

hogy a mindkét csoport altal vizsgalt enzimlokuszok (ldh, Mdh, Pgm és Pgi) esetében
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Pecsenye ¢és mtsai (2007) kozel kétszer annyi allélt azonositottak, mint Aagaard és mtsai
(2002). Masik magyarazat lehet, hogy a 2 vizsgalatban mas-mas alfajok analizisét végezték el.
Ugyanis Aagaard ¢és mtsai (2002) gylijtése Nagy-Britannidban és Skandinavidban folyt, ahol
feltehetéen A. artaxerxes artaxerxes populaciokbol gytjtottek mintat, mig a Karpat-
medencében masik alfaj, az A. artaxerxes issekutzi fordul el6. Valdsziniileg a két alfaj eltérd
mértéki genetikai variabilitassal bir.

A polimorfizmus paraméterei a Biikk-fennsik populacidiban alacsonyabbak, mint a
karsztiakban, raadasul ez a kiilonbség az értékek tobbsége esetében szignifikans. Mig a
lokuszonkénti atlagos allélszamban ez a kiilonbség feltiinéen nagy a két régio kozott (2002:
33%, 2005: 14%), addig a heterozigdta gyakorisagbeli kiillonbség ennél valamivel kisebb
(2002: 12%, 2005: 5%). Osszességében tehat elmondhatd, hogy a biikki populaciok genetikai
variabilitasanak mértéke kisebb, mint a karsztiaké.

A genetikai variabilitds szerkezetének vizsgdlata soran azt tapasztaltuk, hogy az
aggteleki-karszti és a biikki régio mindkét évben differencialodott egymastol. Ezt igazoljak a
dendrogramok, ¢és a két régid6 populacioiban megjelend specifikus allélok szamaban
mutatkoz6 kiilonbség is erre utal. Azonban az assignment teszt eredménye, az egyedek
besorolasadnak sikerességében megjelend szamottevd kiilonbség vilagit ra arra, hogy a biikki
szerecsenboglarka populaciostruktirajanak megértése nem egyszerii feladat. A Mantel-teszt
eredményeibdl arra kovetkeztethetliink, hogy a populacidk genetikai 0Osszetétele jol
megkozelithet a tavolsaggal aranyos izolacio modelljével. Habar a foldrajzi differencialodas
és az ,isolation by distance” modell kozott némi ellentmondas érzédik, bizonyos
korilmények kozott mindkettd hatdssal lehet a populaciok genetikai struktirdjanak
kialakulasira. Egy lehetséges magyarazatot adhat az Eszaki-kézéphegység flora- ¢és
faunavaltozasainak nyomon kovetése. Koriilbeliil 3000-4000 évvel ezelétt a teriilet
erdéboritottsaga folytonos volt (Magyari 2002). Ezekben az erdéségekben kellett lenniiik
kisebb foltokban olyan meszes alapkézeten kialakulo gyepeknek, amiket az A. artaxerxes
képes volt benépesiteni. Az emberi hatasok (példaul erddirtas, mezdgazdasagi tevékenység,
urbanizacid) fokozodasaval ezek az él6helyek egyre jobban feldarabolddtak, a faj szamdara
kedvezotlen, nagy Kkiterjedésti ¢lohelyek kialakuldsaval a biikkki ¢és a karszti régio
elszeparalodasat eredményezte.

A vizsgalat konzervacidogenetikai szempontbol is fontos eredménye azonban, hogy
né¢hany biikki populdcioban sikeriilt kimutatni a bottleneck hatds genetikai kovetkezményeit.

A biikki populaciokban (a nagymez6i populacio kivételével) a karsztiakéhoz viszonyitott
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alacsony szint{i polimorfizmus, valamint, a ritka és a specifikus allélok alacsony aranya voltak
azok a jelek, amik arra engedtek kovetkeztetni, hogy valésziniileg palacknyak effektusnak
kitett populaciokrol van szo6. De Keyser és mtsai (2012) is hasonl6 variabilitas csokkenésrol
szamoltak be a Brit-szigeteket kolonizald6 Polyommatus icarus esetében. Az
enzimpolimorfizmus Osszes mérdszdma szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult a brit
populaciokban, mint az eurdpaiakban. A biikki szerecsenboglarkat ért bottleneck hatas
legnyilvanvalobb bizonyitékat az allélok kiilonbozd frekvenciaosztalyok kozotti eloszldsanak
vizsgalata nyuqjtotta. Egy normal, palacknyak hatdsnak nem kitett populacié esetében ,,L-
eloszlast” tapasztalunk, mig egy bottleneckkel sujtott populaciéban ez az eloszlas modosul, a
ritka allélok kisebb aranyban vannak jelen, és az eloszlas az atmeneti, kozepes gyakorisagu
allélok iranyaba tolodik el (Luikart és mtsai 1998). Ilyen mintazattal szembesiiltink harom
biikki (Fes és Klr 2002-ben, Zsr 2005-ben) és egy karszti populacio (Zab 2005-ben) esetében,
akarcsak De Keyser és mtsai (2012) az eldbb emlitett Polyommatus icarus brit-szigeteki
populacioiban. A palacknyak hatasra utaldé masik ,arulkodd” jel a mutacio és drift
egyensulyanak fennallasa esetén feltételezett értékt6l magasabb heterozigota gyakorisag. Bar
szignifikans heterozigota tobbletet csak egy biikki populacioban (Fes) tudtuk Kkimutatni,
tendenciajaban tobb heterozigdta jelent meg azokban a populaciokban, melyeknek
alléleloszlasa a palacknyak hatas kovetkezményeit mutatta.

A kapott eredmények tehat nem minden tekintetben feleltek meg a varakozésainknak.
Azt feltételeztiik, hogy a kisebb egyedszamu, izolalt biikki populaciok azok, amelyeket
nagyobb valdszinliséggel fenyeget a palacknyak hatas, mig a nagyobb, stabil karszti
populaciokra ez nem jellemz6. A biikki Nagymezé (Nme) populacioban azonban nem
mutathaté ki a palacknyak hatas kovetkezménye. Ennek oka az lehet, hogy ennek a
populécionak az €él6helye nagy kiterjedésii, igy egy nagy ¢és stabil populacionak adhat otthont.
A Karszton 1év6 zabanyiki (Zab) populacié szintén a kivételek k6z¢é sorolando. A 2005-bél
szarmazo mintan, a masik harom biikki populacidohoz hasonléan a palacknyak hatas jelei
mutatkoztak. Ez a populacio az Aggteleki-karszt legmelegebb és legszarazabb éléhelyén él,
ami feltehetden a faj tliréképességének hatérat is jelenti. Ebbdl addddan egy aszalyos idészak
komoly hatassal lehet a populacié méretére, annak jelentés csokkenését eredményezve. 2002-
ben és 2003-ben a Karszton mért atlaghdmérséklet a szokasosnal magasabb volt, mig az éves
csapadékmennyiség alacsonyabb, igy ezek a koriilmények konnyen eredményezhették a
zabanyiki populaci6é atmeneti hanyatlasat, aminek a nyoma a 2005-bdl szarmaz6 mintan is

kimutathato volt.
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A kutatas eredménye konzervacidogenetikai szempontbol is jelentds. A faj €léhelyeinek
egy részét az emberi tevékenység tartja fenn (pl. fennsiki kaszalok). Ahhoz, hogy ezek az
¢l6helyek fennmaradjanak, folyamatos kezelés sziikséges. Az utdbbi idében jelentGsen
csokkent az allattartas, és ez maga utan vonta a kaszalas elmaradasat is, ami a Bilikk-fennsiki
rétek esetében a fenntartd kezelést biztositotta. A kaszalas elmaradasaval el6szor a
gyepszerkezet valtozik meg. Az egysziklieck dominaljak a gyepet, és ezzel parhuzamosan a
kétszikliek visszaszorulnak. A kétszikiiek csokkenését kovetik a hozza kotddd fitofagok is,
mint példaul az Aricia artaxerxes. Fontos tehat ezen él6helyek megfeleld kezelése. Ezen
talmenbéen az ¢éléhely-foltok kozotti migracios utvonalak biztositasa is kulcsfontossagu,
hiszen a nagyobb, halozatot alkotd populaciok, melyek kozott génaramlas folyhat, képesek
egy magasabb szintli genetikai variabilitds megdrzésére. Ezzel szemben a fragmentéalodott
¢l6helyeken, ahol a populaciok kozti kapcsolat gatolva van, a genetikai diverzitas jelentGsen
lecsokkenhet. A csokkend egyedszam beltenyésztést vonhat maga utan, és tovabb sulyosbitja

a helyzetet, ami egy véget nem ér6 leromlasi folyamat kezdetét jelentheti.
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7. FUGGELEK

1. fiiggelék: Aricia artaxerxes issekutzi mintak szarmazasi helye. N: mintaszam.

Foldrajzi Foldrajzi
Régio Populacio Rovidités
2002 2005 szélesség hosszisag
Hacava Hac 29 36 48°39'57.42"E | 20°49'11.39"K
Haragistya HHt 50 41 48°31'39.43"E | 20°32'10.00"K
Mogyordskuti rétek MMr - 24 48°32'18.24"E | 20°32'31.96"K
M¢énes-volgy MDe 37 - 48°31'59.65"E | 20°35'43.87"K
Dénes-tobor Dtb 47 39 48°31'36.19"E | 20°33'50.33"K
Aggteleki-karszt )
Szelcepuszta Szp 26 32 48°3121.90"E | 20°34'59.34"K
Lofej-volgy Lof - 26 48°30'3.09"E | 20°32'41.58"K
Tohonya-volgy Toh 46 - 48°29'16.58"E | 20°33'0.50"K
Szdl6hegy Szh 60 26 48°29'11.29"E | 20°34'43.30"K
Zabanyik Zab 33 15 48°2726.88"E | 20°37'32.54"K
Nagymezd Nme - 56 48° 426.66"E | 20°29'43.80"K
Zsido-rét Zsr 18 - 48° 4'537"E | 20°27'45.33"K
Biikk ;
Fekete-sar Fes - 12 48°427.42"E | 20°26'45.73"K
Kecskelab-rét Klr 19 - 48° 4'48.59"E | 20°31'40.97"K
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