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1. Roviditések Jegyzéke

FA: fluktualé aszimmetria (fluctuating asymmetry)
DA: irdnyitott aszimmetria (directional asymmetry)
AS: antiszimmetria (antisymmetry)

SL.: ajakfeletti pajzsok (supralabialia)

IL: ajakalatti pajzsok (infralabialia)

CO: szemkortili pajzsok (circumocularia)

LO: szem- és orrpajzsok kozotti pajzsok (lorealia)
SNP: egypontos nukleotid-polimorfizmus (single nucleotid polymorphism)
FAT1: fluktual6 aszimmetria index [1]

FA11l: fluktual6 aszimmetria index [1]

FA12: fluktual6 aszimmetria index [1]

Fis: beltenyésztettségi koefficiens

LAT: foldrajzi szélesség (latitude)

HWe: Hardy-Weinberg-egyensuly (Hardy-Weinberg-equilibrium)
MAF: minor allélgyakorisdg (minor allele frequency)
NJ: (neighbour-joining)

TO: Tomorr

KU: Kulmak

GR: Griba

TR: Trebeshiné

LU: Lunxhérisé

LL: Llofiz



DH: Dhémbel

NE: Nemercgké
TY: Tymfi

LA: Lakmos
AV: Avgo

TM: Tymfristros

VA: Vardoussia



2. Bevezetés

Az él6helyek atalakuldsa egyre novekvo szamu fajt érint [2], a korlatozott elterjedés pedig
jelentdsen noveli a kihalas kockazatat [3]. A Vipera ursinii-renardi komplex tagjai (a
tovabbiakban parlagi viperak) kistermetii hiillok, melyek sikvidéki vagy alpin/szubalpin
gyepeken fordulnak elé Eurazsia-szerte [4]. Koziiliik tobb, f6leg alpin gyepekhez
alkalmazkodott taxonok populacioi erésen fragmentaltak, ebbdl kifolydlag sokuk kihalassal
fenyegetett [4]. Az elszigetelt populdcioknal az id6 haladtaval véarhatdoan megnovekedett
mértékl lesz a sztochasztikus allélvesztés (genetikai drift), illetve ezaltal a populacidkon
beliili genetikai véltozatossag is csokkenhet [5]. A kis méretli populaciokndl a genetikai
sokféleség csokkenése potencidlisan beltenyésztésbdl fakadd genetikai depresszidhoz

vezethet [6, 7].

A konzerviaciobioldgia egyik kiemelt fontossagu célja annak a feltérképezése, hogy mely
populaciok a legkitettebbek  stresszhatasoknak még azeldtt, mielétt azok
alkalmazkododképessége sulyosan lecsokkenne [8]. A stresszhatdsok mérésére széles korben
hasznaljak fel a biotaban észlelhetd, kvantifikdlhaté valtozésokat indikatorként
(bioindikatorok) [9]. A fejlddési instabilitds mérésével jo képet kaphatunk arro6l, hogy egyes
populécidokat milyen mértékii stresszhatasok érnek [10-12]. A fejlédési instabilitas a
fejlodési homeosztazistol (egy ,.idealisnak™ tekintett allapottol) valo eltérés, a szervezetek
fejlédési folyamataban jelentkezd perturbaciok morfoldgiai elvaltozasokat okoznak; minél
kisebb a stabilitas, annal nagyobb a homeosztatikus értéktdl valo eltérés valosziniisége [13,
14]. A bilateralis szervezetek jo alanyat képezhetik a szimmetrikus tulajdonsagokra épiild
fejlédési instabilitasra irdnyuld kutatasoknak, a kétoldali szimmetria lehetéveé teszi a kozepes

értektol valo eltérések értelmezését és az azokat befolyasolo tényezdk tanulmanyozasat [15].

A bilateralis szervezetek kvantifikalhatd (merisztikus) szimmetrikus tulajdonsagai a jobb -
bal formula alapjan egy siiriiségeloszlas formajaban abrazolhatd. Ezek a stirtiségeloszlasok
rendszerint hdrom tipusti mintdzatot kdvethetnek [16]. A fluktudlé aszimmetria (FA)
kiilonbozik a tobbi, természetben eléforduld aszimmetriara utald jelenségtdl: az iranyitott
aszimmetriatol (directional asymmetry, DA) és az antiszimmetriatol (AS) [1]. DA-rol akkor
besz¢€liink, ha az egyedekbdl vett mintdnkban statisztikailag szignifikans kiilonbség van a

jobb és a bal oldal kozott, és — a minta egészét tekintve — mindez az egyik oldal javara lesz



nagyobb, a masikra nézve pedig kisebb [1]. A legvalosziniibb, hogy az adott morfologiai
bélyegnél szelekcids nyomas kovetkeztében alakul ki DA, ezért nem tartjak alkalmasnak a
fejlodési instabilitas tanulmanyozasara [1]. AS-rél akkor beszélhetiink, ha az egyedekbdl
vett mintankban statisztikailag szignifikans kiilonbség van a jobb és bal oldalon mérhetd
értékek kozott, de egy random egyedekbdl alld csoporton belill az adott karakter az egyik,
egy masikon beliil, pedig a masik oldalon lesz nagyobb [1]. A fejlddési instabilitas mérésére
AS-t sem hasznaljak széles korben, mivel nagy valosziniiséggel beszélhetiink olyan
instabilitasrol, ami adaptiv evolucidban jatszik szerepet [11, 17, 18]. A FA esetében olyan
mintdzatrdl beszélhetiink, ahol az egyedekbdl vett mintankban a ,,jobb — bal” kiilonbségek
atlaga nulla, a valtozé értékei pedig az atlag koriil normalis eloszlast mutatnak. Az FA
kialakulasanak modjara sok elképzelés 1étezik, de mint a fejlodési instabilitas egy lehetséges
kovetkezményére az utobbi évtizedekben egyre ndvekvd figyelem irdnyult [19]. FA
jellemzésére tobb féle indexet is kifejlesztettek, Palmer 6sszesen 13 kiilonbozé FA-indexet
gyujtott ossze (FA1 - FA13), melyek legtobbszor mas korrekcids médszert hasznéalnak a
tulajdonsagok atlagos értékére vonatkozoan az egyedek vagy a mintdk szintjén [1]. Az
altalunk hasznalt harom féle FA-indexrdl (FA1, FA11, FA12) részletesebben az Anyag és

modszer fejezet Statisztikai modszerek alfejezetében lesz szo.



3. Célkitiizések

Dolgozatomban a veszélyeztetett gorog karsztvipera (Vipera graeca) morfologiai és
genomikai (RADseq SNP) adatai alapjan vetettem Ossze a populdciok elkiilonitésének
eredményeit. Tovabba megvizsgaltam, hogy a populaciok FA-ja fiigg-e a beltenyésztettség
mértékétol, és hogy a foldrajzi szélességtol. A vizsgalat {6 kérdéseit az alabbiakban
hatdroztam meg: 1) A gorog karsztvipera vizsgalt populdcioinak morfoldgiai és genetikai
tavolsaga kozott van-e Osszefliggés? 2) Magyardzza-e a populaciok FA-jat a genetikai

beltenyésztettség mértéke? 3) A populaciok FA-janak van-e valamilyen térbeli mintazata?



4. Anyag és modszer

4.1. A vizsgalt faj és tertilet

A vizsgalatokat a gorog karsztvipera (Vipera graeca Nilson & Andrén, 1988) populacidin
végeztiik. A Vipera ursinii-renardi fajcsoport tagjai — a gorog karsztvipera is tartozik —
Kelet-Franciaorszagtél Nyugat-Kinaig terjedtek el kiilonb6z6 fiives éldhelyeken, amire
valoszintisithetéen az eljegesedéses iddszakok (glacidlisok és interglacidlisok valtakozésai)

nagy befolyassal voltak [20].
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&-,;Lzolélt Vipera graeca éléhelyek

1. dbra. Térkép a gorog karsztvipera (Vipera graeca) elterjedése (fehér és sarga poligonok) és a
vizsgalt populacidk (sarga poligonok)



Az utobbi idészakban tobb V. ursinii-renardi fajcsoportba tartozo alfaj taxondémiai rangja
valt vitatottd. A gordg karsztviperat Nilson és Andrén (1988) V. u. graeca néven irtak le
morfologiai elemzés alapjan. Mitochondridlis és nuklearis DNS-vizsgalatok segitségével

Mizsei faj rangra emelte [21].

A gorog karsztvipera ma az [UCN voros listdjan a ,,veszélyeztetett” besorolés alatt talalhato
[22]. Elterjedése Dél-Albaniatol Gorégorszag kozépso részéig tartd Hellenidak bizonyos
fragmentaltak, a legjobb becslések szerint az élohelyeinek Osszkiterjedése nagyjabol 252
km? [4, 23-25]. A faj minddssze 18 populacidja ismert, ezek a kdvetkezd hegyeken
talalhatoak Gorogorszagban: Avgo, Karava, Lakmos-Tzoumerka hegylanc, Tymfi,
Tymfistros, Vardoussia, Voutsikaki; és Albanidban: Dhémbel, Kulmak, Llofiz, Lunxhéris¢,
Griba, Nemercké (gorogiil: Nemertzika), Ostrovicés, Shéndelli, Tomorr és Trebeshiné [22].

Mivel populaciéi rendkiviil kis méretiiek és szamuak, a faj védelme kiemelt fontossagi [21,
22].

4.2. Viperaegyedek morfologiai mintazasa

A morfoldgiai adatok gytijtése atfedett a genetikai adatgytijtés idészakaval, ami 2010 és 2019
kozott zajlott. Osszesen n = 49 mintavétel tortént n = 15 populacion. Ezek sordn dsszesen n
=293 esetben volt sikeres adatfelvétel. Ezen kiviil Nilson [4] a rendelkezésiinkre bocsatotta
az altala mintazott karsztvipera egyedek adatait (n = 12), koztiik a taxon holotipusaét is, igy

ezeket is fel tudtuk haszndlni a vizsgalatokhoz.

Osszesen tehat 305 egyedtdl szarmazé morfolégiai mintank volt. Az adatgy{ijtés soran olyan
fényképfelvételeket készitettlink a karsztvipera egyedekrdl, melyeken kivehetden latszottak
a pikkelyeik. Egy fénykép késziilt az egyedek teljes testének ventralis, valamint dorzalis

oldalérél, a farkukrol ventralis nézetbdl, illetve a fejrél dorzalis és lateralis iranybol.

A teljes testrol, a farokrol, valamint a fejrol készitett dorzalis nézetl fényképeknek ebben a
vizsgélatban nem volt jelentésége, de fontos adatokat szolgaltathatnak a jovdébeni
kutatasokhoz (a kigyokra pl. jellemzd, hogy a farokhossz és a teljes testhossz ardnya
ivaronként eltér [26]). A kutatds szempontjabol a fejrdl késziilt lateralis nézetli fényképek

voltak a legfontosabbak.
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2. dbra. Az altalunk vizsgalt négy fejpajzsi régiohoz tartozo pikkelyek: 1 - Lorealia (LO), 2 -
Circumocularia (CO), 3 - Supralabialia (SL), 4 - Infralabialia (IL)

Ezek segitségével pikkelyszamlalast folytattam négy fejpajzsrégid figyelembevételével.
Megszamoltam, hany fejpajzs alkotja a supralabiale (SL), az infralabiale (IL), a lorealia (LO)
¢és circumocularia (CO) régiokat, melyeket a kovetkezd képpen definidltunk: a SL az
fejcsucspajzstol (rostrale), azt nem szadmitva, a szajszegletig €s érinti a szajnyilas vonalat.
Az IL az éllcsticspajzstol (mentale), azt nem szdmitva tart a széjszegletig és érint a szajnyilas
vonalat. A CO a szemmel hataros pikkelyeket foglalja magaba, leszamitva a szem feletti
pajzsot (supraocularia). A LO a CO és az orrpajzsok (nasale) kozott lateralis elhelyezkedésii

pajzsok. Ezek az egyedek jobb és bal oldaldra nézve szimmetrikus fejpajzsrégiok, melyek
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lehetové teszik a FA indexek szamitasat, illetve kompoziciojuk eltéréseit tekintve az egyedek

¢és a populaciok kozotti torténd 6sszehasonlitast.

4.3. Viperaegyedek genetikai mintazasa

részét képezték, ezért azok feldolgozasi mddja atfed az itt kifejtettekkel. A gylijtés soran
ligyeltiink arra, hogy a mintavétel a lehetd legtobb V. graeca poulaciét lefedje (n = 18
populaciobdl n = 14). Mivel a faj nehezen megtalalhato, kriptikus életmodu, igy intenziv
keresésre volt sziikség, amit minden év viperakra nézve aktiv idéintervallumaban hajtottunk
végre. A mintavétel idoszaka 2010-t61 2019-ig, minden évben aprilistol szeptemberig tartott.
A szdvetmintdkat a hasi pikkelyek bemetszésével vagy a farok végének lecsippentésével
gyljtottiik helyi fertdtlenitést kovetden. A kezelt egyedeket mindig a befogés pontos helyén

engedtiik szabadon.

4.4. DNS izolalas, RADseq-konyvtar készitése és szekvenalas

A begyijtott szovetmintakbol a teljes genomi DNS-t egy alkohol-alapt kicsapasi modszerrel
[28] izolaltak. Roviden, a szovetmintakat lizispufferbe helyezték és proteinaz K-t (Thermo
Fisher Scientific Inc., Carlsbad, CA, USA) adtak hozza, majd egy éjszakan at 55°C-on
inkubaltdk. Ezutdn az ammonium-acetatot adtak hozza a fehérjék eltavolitasdhoz, majd
jéghideg izopropanol segitségével kicsapattdk a DNS-t. A kicsapodott DNS-t
centrifugalassal (15.000 x g 10 percig) pelletizaltdk. Majd 70%-os etanollal kétszer
ledblitették, a pelletet végiil 10mM Tris-HCI (pH = 8,5) oldatban oldottak fel.

Az izolalt DNS mintékat koncentracio (RNS- és fehérjetartalom) és integritas szempontjabol
Thermo Fisher Qubit v.3 fluorométerrel mérték meg a Qubit dsDNS HS Assay
alkalmazéasaval. A RADseq-konyvtar el6készitéséhez minden mintabdl 210 ng dsDNS-t
hasznaltak kiinduldsi mennyiségként. Ehhez Gtmutatasként Baird és mtsai [29] altal eldirt
protokollt hasznaltdk fel néhany kisebb valtoztatassal, melyeket Szatmari és mtsai [30]
részleteztek. A kozel rokon parlagi vipera V. ursinii feltételezett mérsékelt genommérete
(2,18 Gbp, https://goat.genomehubs.org/) alapjan a dsDNS kezdetirestrikcidos emésztésére

gyakran vago pstl enzimet (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) alkalmaztak. A végso
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konyvtarat egy Illumina NextSeq 500/550 Mid Output Kit v2.5 (Illumina Inc., San Diego,
CA, USA) késziilékkel szekvenaltak ,,single-end” szekvenalasi opciodt valasztva a Debreceni

Egyetem Genomi Medicina ¢és Bioinformatikai Szolgaltatd Laboratériumaban.

4.5. Radseq adateldkészités

Az nyers NextSeq olvasasokat el0szor a Stack v.2.2 process radtags moduljaval [31]
demultiplexaltak. A kozel rokon faj, a keresztes vipera (Vipera berus) ,,draft” genomja
alapjan egy referencia-alapu egyszalas nukleotid-polimorfizmus (SNP)-hivast alkalmaztak a
Stacks ref map moduljaval az Gsszes alapértelmezett beallitassal (bwa 0.7.17) [32]. A
filogenetikai elemzésekhez az Gsszes SNP-t variant call formatumba (vcf) exportaltdk a
Stacks populations moduljaval, majd tovabb szilirték a vcftools v.0.1.16 [33] szoftver
segitségével, amelynél egy lokusznak legalabb az egyedek 60%-aban jelen kellett lennie,
0,26 minimalis minor allélgyakorisag (minor allele frequency, maf) mellett, azaz minden
allélnek legalabb két egyedben kellett jelen lennie. Ezt az adatkészletet (a tovabbiakban
,»alISNPs”) olyan filogenetikai elemzésekhez alkalmaztdk, amelyeknél minden SNP-t
felhasznaltak a Hardy-Weinberg-egyensulytol (HWe) valo esetleges eltérésiiktél vagy
kapcsolodasuktol fiiggetleniil [34]. Erzékenyebb populacidgenetikai elemzés céljabol egy
masodik adatkészletet allitottak eld a Stacks populations moduljaval, ami csak egyetlen,
véletlenszertit SNP-t tartalmazott minden RAD-16kuszbdl, ezaltal csokkentve a kapcsoltsagot
(a tovabbiakban ,,mdSNPs”). Az eredményiil kapott valtozatok szintén atestek egy
mindségre vonatkozo sziirésen, amelyet a vcftools segitségével hajtottak végre, melynél a
l6kuszok 40%-o0s hidnyat (site missingness), maf = 0,26-t, 2 és 100 kozotti olvasasi
mélységet kértek, valamint a valtozatok HWe-t p = 0,05 szinten korlatoztdk. Végiil az
allSNPs adatkészlet sziirt vct fajljat vef2phylip.py Python szkripttel [35] alakitottdk at a
késobbi filogenetikai elemzésekhez fasta és nexus formatumokba, az rndSNPs adatkészletet

pedig az R (R Core Team) kornyezetbe importaltdk a vefR v.1.10 [36] segitségével.

4.6. Statisztikai elemzések
Ahhoz, hogy megvizsgdjuk, hogy a gorog karsztvipera populdcidinak morfologiai és
genetikai tadvolsaga kozott van-e Osszefiiggés, kiszamitottuk a morfoldgiai €és genetikai

adatok alapjan az egyedek kozotti tavolsdgot. A négy morfologiai bélyeg esetében a
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tavolsagmatrixot a stat csomag dist funkcidjaval hoztuk létre, a ,,Manhattan” modszert
alkalmazva (R Core Team 2023). A morfologiai adatokon alapuld tavolsagmatrixot a

hierarchikus klaszterezéssel abrazoltuk.

A genetikai tavolsag méréséhez kiszamitottuk a Nei-féle paronkénti genetikai tavolsagot

[37] a mintdk kozott a StAMPP v.1.6.2 szoftverrel [38], majd a tavolsagot ape v.5.5
csomaggal [39] egy neighbour-joining (NJ) fa 1étrehozasaval vizualizaltuk. A populaciok
kozott morfologiai és genetikai tavolsag kozotti Osszefiiggést linearis modellel vizsgaltuk,

ahol a morfologiai tavolsag volt a fliggo, és a genetikai tdvolsag volt a magyarazé valtozo.

Vizsgaltuk, hogy magyardzza-e a populaciok FA-jat a genetikai beltenyésztettség mértéke.
Ehhez az elemzéshez az FA szamitdsa Palmer Gtmutatasa alapjan [1] tortént. Az altalunk
valasztott FA-index tipusok koziil ketté (FA11, FA12) tobb kiilonb6z6 jelleget vesz alapul
az elemzésekhez, a mi esetiinkben ez a négy fejpajzsrégiot (SL, IL, LO, CO), illetve az
azokhoz tartozé pikkelyszamokat jelentette, a harmadik altalunk hasznalt FA-index (FAL) a
leggyakrabban hasznalt aszimmetria-indexek egyike [1].

FAl: Ez a gyakran haszndlt index egy jelleg jobb és bal oldali értékének abszolut
kiilonbségét mutatja meg: |J-B| Elénye az egyszeriisége mellett, hogy egy intuitivan is
értelmezhetd aszimmetriara vonatkozo szamértéket kapunk altala; a minta szorasanak
becslése torzitatlan marad; jol hasznalhaté tobb bélyeg Osszehasonlitasara; nem annyira
érzékeny a kiugro értékekre. Hatranya, hogy DA vagy AS adatokra torzitott lesz [1].

FA11: egy egyedre vonatkozo6 aszimmetria (Ai) = > |J — B| minden jellegre nézve; a mintara
vonatkoz6 index pedig > Ai /N, ahol N = a mintdban szerepld egyedek szama [40]. Az index
eldnye, hogy kdnnyen kiszamolhat6; kivalasztasaban kozre jatszott tovabba, hogy tobb jelleg
altal hordozott informaciot kombindl, és ezaltal az egy egyedre szamolt atlagos
szimmetriaértékre pontosabb becslést ad, ahol minden tulajdonsag szimmetriatol valo
atlagos eltérése Osszehasonlithatd; minden jellegbdl szarmazd informéacidt egyetlen, a
mintdnkra vonatkozo indexben kombinalja. Meg kell jegyezni, hogy az index alkalmazasa
nem ajanlott, ha DA vagy AS lehetdsége meriil fel a mintara vonatkozdan, mivel ilyenkor
torzitott becslést adhat. Tovabbi hatranya, hogy elfedi a jellegek kozotti variabilitasbeli
kiilonbségeket; maguk az eredményiil kapott értékek nem hasonlithatok 0Ossze mas
tanulmanyokban kapottakkal; és végiil torzulhat, ha egy vagy néhany jelleg variabilisabb,

mint a tobbi [1].
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FA12: egy egyedre vonatkozo6 aszimmetria (Ai) = az egyedben 1év6 aszimmetrikus jellegek
Osszessége, fluggetlen attdl, hogy milyen nagy az eltérés a két oldal kozott; a mintara
vonatkozo6 index pedig )’ Ai /N, ahol N = a mintdban szerepld egyedek szdma. Szintén
konnyen kiszamolhato; kivalasztasdban kozre jatszott tovabba, hogy tobb jelleg altal
hordozott informaciot kombinal, és ezaltal az egy egyedre szamolt atlagos szimmetriaértékre
pontosabb becslést ad; minden jellegbdl szarmazé informacidt egyetlen, a mintankra
vonatkoz6 indexben kombindlja. Kisebb az esélye, hogy torzitott lesz néhany szélsdséges
értektol vagy szélsOségesen variabilis jellegtdl, mint FA11. FA12 csak merisztikus vagy
fenodeviansként (,,normalistol” jelentosen eltérd) azonositott jellegekre alkalmazhatd
érvényesen. Az index alkalmazasa nem ajanlott, ha DA vagy AS lehetdsége meriil fel a
mintara vonatkozdan, mivel ilyenkor torzitott becslést adhat; elfedi a jellegek kozotti
variabilitasbeli kiilonbségeket. Tovabbi hatranya, hogy kevésbé képes feltarni az egyedek
kozotti atlagos aszimmetriakiilonbségeket, mint az FA11; illetve maguk az eredményiil
kapott értékek nem hasonlithatok 6ssze mas tanulmanyokban kapottakkal. Palmer javaslata
szerint FA12-t FAll-el egyidejileg érdemes hasznalni, hogy az eredményeink

megbizhatdsagat noveljiik [1].

A genetikai beltenyésztettség mérésére az F statisztikdk gyakran hasznalt és szamos
intézkedést megalapozd mérdszamok. Sewall megkiilonboztette az egyedek teljes
populacidra nézett beltenyésztettségét az egyedek részpopulaciora (populacidfragmentumra)
vonatkoztatott beltenyésztettségétdl (Fis) [41]. Ahogy a tobbi F statisztika, igy az Fis is a
véletlenszerli parosodastdl vald eltérést tiikrozi (HWe) populdciokon beliil és kozott,
valamint tiikr6zi az allélgyakorisagokban jelentkezd eltéréseket populacidfragmentumok
kozott. Az Fis koefficiens az alabbi egyenlet segitségével adhaté meg: Fis = 1 — Ho/Hs, ahol
Hs a HWe alapjan vart atlagos heterozigocia a populdciéfragmentumokban. Ha a
populaciéfragmentumokban a heterozigotak aranya kicsi (Fis > 0), akkor nem-random
szaporodas miatt kialakuld beltenyésztettségre kovetkeztethetiink [42]. A beltenyésztési
egylitthato (Fis) kiszamitasat a hierfstat v.0.5-7 verzidjaval végeztiik el [43]. Az FA és a Fis
kozotti kapesolat vizsgalatahoz linearis modellt alkalmaztunk, amelyekben az FAI1 és a

FA12 volt a fiiggd valtozd, mig az Fis a magyarazo valtozo.
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A V. graeca allomanyok egy észak-déli gradiens mentén helyezkednek el, ezért a
populaciokra jellemzd FA értékek térbeli mintdzatat a szélességi (LAT) elhelyezkedésiik
szerint is vizsgaltuk. A FA és a LAT kozotti kapcsolat vizsgalatahoz linearis modellt
alkalmaztunk, amelyekben az FA11l ¢s az FA12 volt a fiiggd valtozd, mig a LAT a

magyarazé valtozo.
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5. Eredmények

A vizsgalat teljes idOtartama alatt (2010 és 2019 kozott) 6sszesen 14 populacion vettiink fel

morfologiai adatokat. A kovetkez6 populaciokrdl sikeriilt morfologiai adatot gytijteni: Avgo
(7), Dhémbel (14), Griba (7), Karava (1), Kulmak (23), Lakmos (31), Llofiz (18), Lunxhéris¢
(25), Nemercké (23), Shendelli (1), Tomorr (34), Trebeshiné (75), Tymfi (41), Vardoussia
(17). Mindemellett n=12 egyed adatait Nilson és mtsai. a rendelkezésilinkre bocsatottak, a
beleértve holotipus adatit is. igy osszesen n = 329 egyedet fogtunk, de ezek koziil csak n =
305 egyed adatait tudtuk az elemzésekhez felhaszndlni (néhany egyednél inkomplett

adatfelvétel tortént).

A genetikai adatok, amelyeket a RADseq SNP-clemzés soran nyertiink, szignifikans
kiilonbséget mutattak a populaciok kozott. Az Osszesen 14 populaciobol gytjtott 70
genetikai és az ugyenezekhez az egyedekhez tartoz6 morfoldgiai mintak alapjan a genetikai
¢s morfologiai tavolsdgok kiszamitdsaval dendrogramot allitottunk fel (3. &bra), eldbbihez
Manhattan-, utobbihoz Nei-féle tavolsagmatrixot hasznalva. A morfologiai tavolsagok
alapjan a populaciok nem alkotnak 6nallo klasztereket, a legtobb klaszterben az egyedek
populaciétol fiiggetleniil csoportosulnak. Kivévtelt képez a Nemercké populacio, ahonnan
az egyedek mindegyike egy klaszterben szerepelnek, viszont ebben is eléfordulnak mas

populécidk egyedei (Avgo, Dhémbel, Lunxhérisé).

A genetikai RADseq adatok alapjan szamolt Nei-féle tavolsag értékekbdl 1étrehozott NJ
dendrogramon hat elkiiloniild csoportot azonositottunk, amelyekbdl 6t a populacioknak

megfeleltethetd, ezek a Vardoussia, a Tymfristros, az Avgo, a Lakmos és a Tymfi populacok.
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3. dbra. A gordg karsztvipera (Vipera graeca) morfologiai és genetikai tavolsagain alapuld
dendrogramok. Az agvégeken a populaciok roviditett kodjat abrazoltuk. A morfologiai tavolsag
alapjan a populaciok nem alkotnak 6nallo klasztereket, a legtobb klaszterben az egyedek populaciotol
fliggetleniil csoportosulnak. Ezzel ellentétben a genetikai tavolsag alapjan a populaciok a legtobb
esetben Onalloan alkotnak egy-egy klasztert.

A hatodik csoportot az albaniai populacidk alkotjak, amelyen beliil a Griba, a Kulmak, és a
Trebeshiné populéaciok 6nallé klasztereket alkotnak, mig a Nemercké, a Llofiz, a Lunxhérisé,

a Tomorr és Dhémbel populaciok egyedei a dendrogram tobb alcsoportjaban is megjelennek.

A populaciok kozotti atlag Nei-féle genetikai tavolsdg szignifikdns pozitiv mddon
magyarazta (becslés = 0,17020+0,03448 SE; t = 4,936; p < 0,0001) a populaciok kozotti
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morfoldgiai tavolsagot (4. abra), azonban a linedris modell illeszkedése alacsony volt (R% =

0,253).

1.0

Morfolégiai tavolsag
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Genetikai tavolsag

4. dbra. Morfologiai és genetikai tavolsagok populacioparonként. A genetikai Nei-tavolsag
szignifikdins médon magyarazta a morfologiai tdvolsagot, azonban a linearis modell illeszkedése
alacsony volt.

A morfologiai jellegek koziil, a SL atlag FA1 érteke a Llofiz populdcidban volt a
legmagasabb, mig az IL FA1 értéke a Dhémbel populacidoban volt magas (5. abra). A CO
esetében a Nemercké és a Tomorr populéciok mutattak magasabb értékeket, a LO esetében
pedig az Avgo populacid, bar ennél a morfoldgiai karakternél a populéciok elég hasonlo
értéket mutattak (5. abra). A tobb karaktert is figyelembe vevd FA11 és FA12 esetében a

Tymfristros és a Dhémbel populacidk mutattdk a legmagasabb értékeket (6. abra).

A tobbvalozoés morfoldgiai karakterek alapjan szdmolt FA11 és FA12 értékek nem mutattak
Osszefiiggést a RADseq adatokbol szamitott Fis értékekkel (7. abra, FA1l: becslés =
0,3142+0,9902 SE; t=-0,317; p=0,757; FA12: becslés =-0,08639+0,90999 SE, t =-0,095;
p = 0,926).
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Az FA1l és FA12 értékekre nem volt hatassal a populaciok foldrajzi szélesség szerinti
elhelyezkedése (8. abra, FA11: becslés = 0,003631+0,116131 SE; t = 0.031; p = 0,976;
FA12: becslés = 0,03833+0,11860 SE; t = 0,323; p=0,753).
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5. dbra. Az FA1 fluktual6 aszimmetria index értéke populacionként kiilon-kiilén a négy morfologiai
jellegre nézve

20



FA11 FA12

= o _
™ ™
w0 0
N oY

2.0
| |
——
——

— —
——
———

°
——
——
—
FA12
1.5 20
| |
—
———
—
———
——
——
°
——
—o—
——
——

—
= 10
E +
o _| e |
~~ ~
0 | w |
o o
o _| -
o o
1T 1T 17T 1T 17T 17T 17T 17T 17T 71T T 11T 1T T 1T 17T 17T 17T 1T T
AV DH GR KU LA LL LU NE SH TM TO TR TY VA AV DH GR KU LA LL LU NE SH ™ TO TR TY VA

6. abra. Az FA11 és az FA12 fluktudl6 aszimmetria indexek populacionként
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7. abra. FA11 és FA12 fluktual6 aszimmetria indexek nem mutattak Osszefiiggést a beltenyésztettség
mértékét jelzo Fis koefficienssel
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8. abra. Az FA11 és az FA12 fluktual6 aszimmetria indexek nem mutattak 6sszefiiggést a foldrajzi
szélességgel
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6. Diszkusszio

Vizsgalataink a gordg karsztvipera (Vipera graeca) populaciok genetikai és morfologiai
jellemz6it hasonlitottak Ossze. Eldszor is, érdemes megjegyezni, hogy a genetikai és
morfologiai tdvolsagok alapjan készitett dendrogramok kiilonbozé eredményeket mutattak.
Mig a genetikai Nei-féle tavolsagok alapjan a 13 populacio jol elkiiloniilé csoportokat
alkotott, a morfoldgiai adatok alapjan viszont a populaciok nem alkottak szigoruan
elkiiloniild klasztereket, tehat a genetikai jellemzok erdteljesebben kovetik a populdciok
elkiilontilését, mig a morfoldgiai jellemzok nagyobb valtozékonysagot mutatnak, és nem
alkalmasak a populaciok elkiilonitésére. Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy nem volt cél
filogenetikai torzsfa felallitasa, sem a genetikai, sem a morfologiai tavolsagokon alapuld

dendrogram nem tiikrozheti teljes mértékben a leszarmazasi kapcsolatokat.

Az atlagos Nei-féle genetikai tavolsag pozitiv Osszefiiggést mutatott a morfologiai
tavolsaggal, ami alapjan a genetikai és a morfoldgiai kiilonbségek kozotti kapesolat nem
elhanyagolhato. Habar a morfologiai tavolsdg alapjan nem lehetett a populédciokat
elkiiloniteni, de a genetikailag kozelebbi populaciok kozott a morfologiai tavolsag kisebb
volt, tehat a populaciok differencidltsiga megmutatkozik a morfologiai bélyegekben is. A
linearis modell illeszkedése alacsony volt, ami azt jelenti, hogy a genetikai kiilonbségek csak
részben magyarazzak a morfoldgiai kiillonbségeket. Ez arra utalhat, hogy mas tényezdk is
befolyasoljadk a morfoldgiai valtozékonysagot, példaul a kornyezeti kiilonbségek vagy a
természetes szelekcid. Az eredmények alapjan egy olyan Osszetett kép rajzolodik ki, amely
azt mutatja, hogy a populaciok kozotti morfoldgiai kiilonbségek nem egyszeriien a genetikai
kiilonbségeken alapulnak. Lehetséges, hogy a populéciok kozotti kiilonbségeket tobb
tényez0 is befolyasolja, beleértve a kdrnyezeti kiilonbségeket és az adaptacids folyamatokat.
Fontos lenne tovabbi kutatdsokat végezni a populaciok kozotti kiilonbségek és az dkologiai

tényezok kozotti kapesolat jobb megértése érdekében.

A populacidgenetika, a kornyezeti stressz €s ezeknek a tényezOknek a kombinacidja
novelheti a populacio FA-jat [44]. Mivel a gorog karsztvipera él6helyének fragmentumai
nem nagy kiterjedésiick, beltenyésztettségbdl adddo genetikai depresszio sulythatja.
Vollestad (1999) 0sszehasonlitasa alapjan a heterozigocia €s a fejlédési instabilitas kozott

tobbnyire gyenge negativ korrelacid6 van [45]. Ennek nem teljesen ellentmondva a mi
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eredményeinknél az FAll és FA12 ¢értékek kozotti valtozékonysag nem mutatott
szignifikans Osszefliggést a genetikai adatok alapjan szamolt Fis értékekkel, ¢s nem volt
hatassal a foldrajzi szélesség elhelyezkedésére. Ezért feltételezziik, hogy a genetikai hattér,
vagy a hdmérsékleti viszonyok helyett mas kornyezeti hatasok befolyasoljak a FA mértékét.
Kizarolag genetikai diverzitas altaladban nem magyarazza az eredménytil kapott FA értékeket
[46], igy az altalunk vizsgalt morfologiai jellemzok aszimmetridjat is magyarazhatjak
egyebek mellett a populaciok kozotti kiillonbségek, amelyek mas, pl. él6helyi tényez6k miatt

alakulhatnak ki.

Eléfordul, hogy kevés jelleggel operald kutatdsok nem kapnak eredményiil Osszefiiggést a
fejlodési instabilitas és a heterozigocia kozott. Ismert, hogy a fejlodési instabilitds mértéke
eltérhet a jellegek kozott [47], ezért mi tobb (négy) jellegre szamoltunk FA-indexeket, de
még tobb jelleget vizsgalva valdsziniileg még pontosabb képet kaphatnank. A vizsgélatban
pontatlansdghoz vezethet, hogy nem minden populaciérol sikeriilt kell6 mennyiségii
morfolégiai mintat gyljteni, igy ezek értelmezésekor dvatosan kell eljarnunk. Tovéabb
novelhetné a pontossagot, ha az FA értékeket, illetve a morfoldgiai klaszterezést geometrikus
morfometriaval is vizsgalnank. A geometrikus morfoldgia egy erdteljes kvantitativ eszkoz,
melyet eldszeretettel alkalmaznak ¢€l6lények kiilonb6zé morfologiai karaktereinek

varianciajanak €s mas valtozokkal val6 kovariancidjanak 6sszehasonlitasara [48, 49].

Ezen eredmények hozzajarulhatnak a gorég karsztvipera populaciok allapotanak jobb
megértéséhez. Az 6kologiai és evollcios kontextusban ez az informacid segithet megérteni,
hogyan alkalmazkodik a faj kiilonb6zd kornyezeti feltételekhez és esetlegesen, hogy milyen

1épéseket tehetlink a faj hosszatavia megorzése érdekében.
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7. Magyar nyelvii osszefoglalo

Morfologia vs. genetika: egyedek és populaciok kozotti hasonlosag vizsgalata a gérog

karsztvipera (Vipera graeca) esetében

Az ¢ldlények valtozatossaganak jellemzésére széleskorben alkalmazunk morfologiai és
genetikai adatokat. Veszélyeztetett populaciok esetében kiilondsen fontos a valtozatossag
feltarasa, a jelentdsen elkiiloniilé ¢és genetikai leromlassal fenyegetett populaciok
azonositdsa, mert az ilyen informaciok nélkiill nehezebbé valik a természetvédelmi
beavatkozasok tervezése. A genetikai vagy genomikai modszerek elterjedése eldtt kizarolag
morfoldgiai bélyegek alapjan probaltak a populaciok allapotat és esetleges kiillonbozdségeit
megbecsiilni. Mar ekkor is ismert volt a konzervaciobiologusok eldtt, hogy az alacsony
valtozatossagl, esetleg beltenyésztett populaciok fokozott figyelmet érdemelnek, ezért
ennek indikatoraként megjelent a fluktualdo aszimmetria (FA) vizsgalata. A kétoldali
szimmetriaval rendelkezd allatok embriondlis fejlédését zavard kornyezeti vagy genetikai
hatdsok 0Osszefliggésben allnak az alapvetden szimmetrikus morfologiai bélyegek

aszimmetridjanak mértékével.

Dolgozatomban a veszélyeztetett gorog karsztvipera (Vipera graeca) morfologiai és
genomikai (RADseq SNP) adatai alapjan vetem Ossze az egyedek és populdcioik
elkiilonitésének eredményeit. Tovabbd megvizsgalom, hogy van-e Osszefiiggés a FA és a
beltenyésztettség kozott, és hogy az éléhelyek klimatikus viszonyokkal kapcsolatban allo

foldrajzi szélesség befolyasolja-e ezeket a mérészamokat.

16 karsztvipera-populacio 305 egyedében végeztiink FA-méréseket (négy morfologiai
bélyegen), és 72 egyed SNP adatait bocsatottak rendelkezésemre ezekbdl a populaciokbol.
A morfologiai és genetikai hasonlosag vizsgalatdhoz Euklidészi ¢s Nei-féle
tavolsdgmatrixokat hoztunk létre, és klaszterezést alkalmaztunk. A FA jellemzésére harom

indexet, a beltenyésztettség mérésére pedig Fis értékeket szamitottunk.

Az egyedek a morfologiai bélyegek alapjan nem mutattak populaciok szerinti
klaszterezddést, mig a genomi adatok alapjan a populaciok zome kiilon agat alkotott. A
populaciok kozotti morfologiai €s genomi tavolsagmatrixok kozott nem taldltam
Osszefliggést. Az egyedek és populdciok aszimmetridja nem mutatott Osszefliggést a

beltenyésztettségiik mértékével a populaciok foldrajzi (latitudinélis) helyzetével.
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Az eredmények alapjan, a gordog karsztvipera esetében a vizsgalt morfologiai bélyegek
szerint nem kiiloniilnek el olyan jol a populaciok, mig a genomi adatok egyértelmiien
alkalmasak az elkiilonitésre. A FA mértékét valosziniileg nem a populaciok genetikai
allapota, hanem inkdbb az embriok fejlédését zavard kornyezeti tényezdk (pl. klimatikus

viszonyok) befolyasolhatjak.
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8. Angol nyelvii 6sszefoglalo

Morphology vs genetics: Exploring similarities between individuals and populations in the

case of the Greek Meadow Viper (Vipera graeca)

Morphological and genetic data are widely employed in characterizing the diversity of
organisms. This exploration of diversity is particularly crucial for endangered populations,
as it aids in identifying significantly distinct populations that may be threatened by genetic
deterioration. Without such information, conservation efforts become more challenging to

plan.

Before the invention of genetic and genomic methods, state and divergence of populations
could only be assessed based on morphological traits. Even before the widespread use of
molecular genetic techniques, conservation biologists recognized the importance of low
diversity or potentially inbred populations. Consequently, assessment of fluctuating
asymmetry (FA) emerged as an appropriate indicator. FA, which pertains to asymmetry in
morphological traits in bilaterally symmetric animals, has been associated with
environmental or genetic factors that perturb embryonic development and is linked to the

extent of asymmetry in basic morphological traits.

In this study, we compared the results of differentiating individuals and populations of the
endangered Greek Meadow Viper (Vipera graeca) based on morphological and genomic
(RADseq SNP) data. Additionally, we investigated whether there is a correlation between
FA and inbreeding. Furthermore, we examined the influence of habitat size and temperature

on the latter values.

We collected morphological FA data from 305 viper individuals across 16 populations,
focusing on four morphological traits. Furthermore, we obtained RADseq SNP data from 72
individuals belonging to these populations. To assess morphological and genetic similarity,
we constructed Euclidean and Nei distance matrices and employed clustering methods. We
calculated three indices for characterizing FA (FA1, FA1l, FA12) and measured genomic

inbreeding using Fis values derived from genomic data.

Based on the morphological traits, individuals did not cluster according to populations, while
the genetic data clearly separated most populations into distinct branches. No correlation was

found between morphological and genomic distance matrices among populations. FA values
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for individuals and populations did not show a correlation with inbreeding values, but both
were influenced by the geographic (latitudinal) position of populations.

In conclusion, in the case of the Greek Meadow Viper, the examined morphological traits
are not suitable for distinguishing populations, whereas genomic data are highly effective
for this purpose. The presence of FA is likely influenced not by the genetic state of
populations but rather by environmental factors that disrupt embryonic development, such

as climatic conditions.
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