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Bevezetés

Gubacsok és gubacsdarazsak (Cynipidae)

A gubacs ndvényi szdvetek rendellenes differengjacimelyet valamilyen 8l
szervezet aktivitasa okoz. A rovarok korében a gsipalukalas képessége tobbszor
kialakult az evollcioé soran, eddig hozz&keg 13000 gubacsképzovarfajt irtak le
(Dreger-Jauffret és Shorthouse, 1992). Koztik aagstlfarazsak (Hymenoptera:
Cynipidae) az egyik legnépesebb csoport, korilb@d0 fajuk ismert, rendkivil
valtozatos gubacsfelépitéssel és gazdantvény Kapadal jellemezhéek (Ronquist
és Lilieblad, 2001; Stone és Schonrogge, 2003;KdeR006).

A Cynipidae csalad kilonleges helyet foglal el etppo-ban parazitoidokat
magaban foglalé csalddsorozatban, mivel tagjai mafmyien novényék. A
Cynipidae csalad fajainak tobbsége tolgyfajok@udrcu$ képez gubacsot, ezeket
nevezzik 6sszefoglaléan télgygubacsdarazsaknakpi@iyn A fitofag rovarok kozoétt a
télgygubacsdarazsak rendkivil konzervativnak tekiik a ndvényi gazda specificitas
szempontjdbol (Stone és mtsi, 2009). A gubacsda&zsa gazdandvénye kozti
kdlcsbnhatés szoros, altaldban specifikus a gagdadportra és a szervre egyarant. A
Cynipini fajok altal indukalt gubacs formaja alta#in fajspecifikus a gubacsképe,
emiatt egyes esetekben a dardzs kdnnyen megheafioazhgubacs alapjan (Melika,
2006). Mindez azt jelenti, hogy a gubacs jellegzstgei (formaja, szerkezete, felszini
képdményei) a cyinipid darazs kiterjesztett fenotimadd tekinthetek (Stone és
Schdénrogge, 2003). A rovarokra, igy a gubacsdakeasgllem® gubacsindukcio
mechanizmusa pillanatnyilag ismeretlen (Stone és6@wogge, 2003), az azonban
bizonyos, hogy a gubacsdarazs larva képes eztyanfiatot kontrollalni, és a névényt
arra kényszeriteni, hogy szamara larvakamrat ésspedmium szér taplalészovetet

hozzon létre, amelyben, illetve amedyibaplalkozhat fefpdése soran.

A Cynipini fajok tovabbi sajatsdga az 6sszetekjlaisan stiznem életciklus:
tavasszal ivaros generacidjuk, nyar végén illefeszel ivartalan, partenogenetikus
generacidjuk fefidik. A két nemzedék egyedei és az altaluk képzethagsok
morfol6gidja, illetve novényi gazdaik is jelésen eltérhetnek egyméstdl. Manos és

mtsi (1999) molekularis filogenetika alapjan Quercus subgenus-t a kovetkéz4
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szekciora osztottélCerris, Lobatae Quercus sensu stric@sProtobalanus A Nyugat
Palearktikumban csak @erris és aQuercus sensu strictezekcidba sorolhatd fajok
élnek. A tolgygubacsdarazsak kozott szarAodricusfaj ésCallirhytis fajok obligat
moédon valtogatjdk gazdajukat. Andricusfajok nagy részének ivaros generacidja a
Cerris szekcioé valamely fajan (pQuercus cerris— csertolgy) fepdik, az ivartalan
generacid pedig &uercus sensu strictezekcio valamely fajan féjtlik (pl. Quercus
robur — kocsanyos toélgyQuercus petraea- kocsanytalan télgyQuercus pubescens
molyhos tdlgy).Callirhytis fajok esetén mindez forditva torténik. A két tidggkcio
elterjedése ilyen mobédon meghatarozza ezen fajokerjedesét a Nyugat
Palearktikumban (1. abra). A csertdlgy természeltesjedési teriilete human behatasra
az elmult 500 évben jelefgen kildvilt: észak felé Daniaig és Skociaig, nyugat felé
Franciaorszag atlanti partjaig.
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1. 4bra A Quercussubgenus szekcidinak természetes elterjedésieterid Nyugat
Palearktikumban. A subgen@uercus sensu strictezekcidjanak elterjedési terllete az
1. és 3. vonalak kozé esik. @erris szekcid elterjedésének hatarait a 2. és 4. vonalak
jeldlik. Csak a 2. és 3. vonalak kdzé ésrileten talalhaté meg mindkét szekcié egyiitt.
Az 5. vonal az Anatéliai Diagonal hozzaéeiges helyét mutatja. Stone és mtsi (2007)
nyoman, médositva.

A gubacsok egy jellegzetes, zart és fajgazdag le@égiek adnak otthont,

melyben a gubacsképdarvijan kivil parazitoid darazsak (Bailey és mgf09) és
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novényev tarsbérbk (inkvilinek) is fejlodhetnek (2. &bra). Ez utdbbiak szintén a
gubacs szoveteit fogyasztjdk, de dnmaguk képtelengkibacsindukciéra (Ronquist,
1994; Acs és mitsi, 2010). A télgygubacs kozossé&gmos 6koldgiai és evollcios
vizsgalat modellrendszerei (Hayward és Stone, 2@@bley és mtsi, 2009; Stone és
mtsi, 2009). Az inkvilinek gyakoriak, ezért szerkggélents a kdzosség taplalkozasi
hal6zataban (Schonrogge és mtsi, 1996a, b; Stongs$s2002). Annak ellenére, hogy
a tarsbédk a kozosség szerves részét képezik (Askew, 1dheSs mtsi, 2002) és
jelentbss mértékben hozzajarulnak annak komplexitdsdhozkr@z tudunk a
legkevesebbet (Sanver és Hawkins, 2000; Acs és 20t50D).

Inkvilin
Inkvilin sodrémolyok
ormanyos
Gubacsdarazs
larva
4
Cynipid ::
inkvilin -
larva «==ssssnenns Chalcid P Chalc_ld _
parazitoid parazitoid

2. abra A gubacskdzdsség tagjai és trofikus kapcsolataikbrAdr nyilak a gubacsban
tipikusan elfoglalt helyre mutatnak, mig a szagtatryilak a trofikus kapcsolatok
irdnyat jelolik.

Inkvilin gubacsdarazsak (Synergini)

A Cynipidae csaladdon belll a fajok mintegy 15%-eesttette gubacsindukald
képességét, mas fajok altal képzett gubacsokbhitilejtarsbérbként (Ronquist, 1994,
Melika, 2006). Ezeket az inkvilin gubacsdarazsakaSynergini tribuszba soroljuk
(Hymenoptera: Cynipidae: Synergini). Jelldijik, hogy a ndvényi szévet
differenciaciojat modositd képességik megmaragitesek larvakamrat és az azt bélel



taplaloszovetet létrehozni, akarcsak gubacsk@pzdaik.

A tarsbérb életformét altaldban a kommenzalizmus egy tipuséetdantik, mely
atmenet képez a parazitizmus és a mutualizmus k¢askew, 1971). A synergini
inkvilinek gubacsképk gazdaik (pl. Cynipini) kézeli rokonai. A tarshé&ségnek ezt a
tipusat agasztoparazitizmusnak nevezzik (RonquiS©4). Egy etil fliggetlen
osztalyozas szerint, a gubacsdarazs gazda larv@jgakorolt hatas alapjan az
inkvilineket harom csoportra oszthatjuk (Duffet, 689 Melika, 2006): (i) letalis
inkvilinek, melyek minden esetben a gubacsdaraes lhalalat okozzak; (i) nem-
letalis inkvilinek, melyek sosem pusztitjiadk el azd@t és (iii) fakultativ inkvilinek,
melyeknél larvgjuk lokalizacioja ddhta gazdara gyakorolt hatést tekintve. Ha a
tarsbérb petéit a gubacsdarazs larvakamrajanak kozvetlerel&be rakja és larvai
gyorsabban fefldnek, ez a gazda larva pusztulasahoz vezethemeygyi inkvilinek is
novényevk, mint gubacsdarazs gazdaik, a gazda larva mddadika tehat a taplalék
elvonasa, ezért ezt tekintjuk trofikus kapcsolatidyanaz a tarsbérfaj egy bizonyos
gazda gubacsban letalisként viselkedhet, mig madagtaj gubacséban nincs negativ

hatassal annak féglésére.

Néhany tarsbésl képes befolyasolni a gubacs méretét és/vagy alskjRujade-
Villar, 1991; Shorthouse, 1980). Ezek koéziBwnophrudajok arrél nevezetesek, hogy
sokaig gubacsindukaldknak tartottélket, gubacsdarazs gazdajukat sem sikerult sokaig
azonositani (Melika, 2006). Synophrudajok egyértelnien tarsbéflk (morfologia és
molekularis taxonémia alapjan is: Ronquist, 1994g)yek jelents, a gubacsképkhoz

hasonlé mértékben képesek megvéltoztatni a gaduzcglkinézetét, formajat.

A Synergini tribusz tagjai csak ivarosan szapor&gdn&orukben a
nemzedékvaltas ismeretlen. Nem letalis fajoknéifgjlétt egyedek altaldban a darazs
gazda kirepulését kovegn hagyjak el a gubacsot, majd parzds utdnéstények
fejlédésuk viszonylag korai stddiumaban degubacsokba rakjak petéiket. Az ilyen
gubacsok szovetei feltételezbenh még képlékenyek, amidelyt jelent a tarsbésl
szamara (Stone és mitsi, 2002). Minimalisak az istegrk arrél a mechanizmusrol,
mellyel az inkvilin rdstény megtalélja és kivalasztja a peterakdshoz etedgyubacsot

— hasonléan a noévényi szovet specialis differemngjdicelbidézs mechanizmushoz.

Szadmos Synergini inkvilin faj gyakori Eurdpaban. tefedésik koveti
gubacsdaradzs és tolgy gazdaik elterjedését. A tpmidp terlileten megtalalhato
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inkvilinek altaldban generalistdk a gubacsdarazsl@éra nézve. Szam&@eroptreseés
Synergus faj széles gubacsdarazs gazdakorrel rendelkezétdapl a Synergus
gallaepiformis45 kulonbos tolgygubacs gazddhoz és 6 gazdandvényhez Kothst
Nyugat-Eurépatdl egészen Oroszorszag legkeletibkzérg fellelhet. Azonban
taxon6miai bizonytalansagok miatt és a synergirkvilmekre vonatkozé Ujabb

eredmények alapjan ez modosulhat (Acs és mtsi,)2010
A Synergini tribuszon belll az inkvilineket jelegl8 génuszra osztjuk:
» CeroptresHartig, 1840,
» PericlistusForster, 1869,
* RhoophilusMayr, 1881,
» SaphonecruBalla Torre & Kieffer, 1910,
» Synergudartig, 1840,
* Synophromorph&shmead, 1903,
* SynophrudHartig, 1843 és
» Ufo Melika & Pujade, 2005.

Szamos taxonomiai és filogenetikai kérdés tiszlamad tribuszra vonatkozolag.
Sok esetben bizonytalanok a fajhatarok (Blynergus umbraculu®s Synergus
hayneanus kozo6tt), de a génuszok leszarmazési kapcsolatan dekinthetk
tisztdzottnak. Morfologiai jellentik alapjan monofiletikusnak tartottak ezt a csoptorto
amely vélheileg a parafiletikus, lagyszardakon gubacsot indukdllacini csoportbdl
szarmazik (Ronquist, 1994). Ezen belll legkdzelebddtonai a Diastrophus és
Xestophanegendek (Ronquist, 1994; Ronquist és Liljeblad, 200iljeblad, 2002;
Nylander és mtsi, 2004a). Ezzel szemben a molekuifmgenetikai eredmények arra
utalnak, hogy ez az inkvilin csoport nem monofkati, hanem 3 fliggetlen leszarmazasi
vonalra oszthato6: (i) a rozsafélékhezdddt Synophromorpha-Periclistussoport, (ii) a
télgyhtz kobtdo Ceroptres génusz és (iii) aSynerguskomplex, amely a szintén
télgyhtz koddé Synophrus Saphonecrusés Synergusgénuszokbol, valamint az
Afrikaban Rhusfajokon éb Rhoophilusgénuszhbdl &ll (Nylander és mtsi, 2004a; Melika,



2006; Van Noort és mtsi, 2007; Pénzes és mtsi, ;2809 és mtsi, 2010) (3. abra).

Ibalia rufipes Kleldoﬁoma IBALIIDAE
ANAPLS EUCOILINAE
Eucoila “amischus FIGITIDAE
L gl e
hruss Rhoophilus loewi Svnophrus eptop)
’};eér’rée(‘:;r austanlcus ynophru SYNERGINI
cﬂs Eaiglotrocm Saphonecrus
rchs o Synergus CYNIPINI
euroat‘glu num|3‘nalls
Barlfonmanrsanlmss AYLACINI
Pagu?trstochgsqudercusllms periclistus
ICI1 I 11
= 'gg“a?%ﬂ“smr hise AVLACINI+ CYNIPIDAE
Synoa%r% morp %Vﬁtrls Synophromorpha | SYNERGINI
Cerontt pot (részleges)
_E tressgawcorms } Ceroptres
Aulagﬁrea ragopogonls
Pha,Paus hépochoend S
E’PI pl oerglxopodos
Liposthenes kernenamscfn a;rr?;en AYLACINI
N Nea% Penteheifocblco? Y
=ity Dt
arni Sa?ar%%?motuswrglmalus L
{ P ARG
— T pccoomins | MOPSEN R ASORINAE

Plectocynips .
Lon I%II% hora
— REEER FIGITIDAE
Nég}%lps

Euceroptres nacharis
Xyéaspls

3. abra A Cynipidae, Figitidae és Ibaliidae csaladok lesmzasi viszonyait mutatd
28S rDNS szekvencia alapu filogenetikai fa. Piigisel jel6ltik a Synergini tribusz 3
csoportjanak fajait. Melika (2006) nyoman.

A Synophrus-Saphonecrus-Synerfpgzarmazasi sort jelenleg négy alcsoportra
osztjuk (Melika, 2006): (i)Synergus- ide tartozik aSynergusfajok tobbsége; (ii) a
flavipes csoport — néhany Nyugat Palearktikbgnergusfajt sorolunk ide, melyek a
Cerris szekcidhoz kdidnek; (iii) ahaimi csoport — 3Saphonecrugaj tartozik ide §.
undulatus haimi ésirani), melyek szintén &erris szekciohoz kdtdnek és (iv) az
elébbiek testvércsoportjat képezegy feltehdgten koran elkulonidl agat képvisél
Synophrugsoport, melyhez néha8aphonecrugajt is sorolunk (Melika, 2006; Acs és
mtsi, 2010; 4. abra).

A Synophrus-Saphonecrus-Synerdeiszarmazasi vonalon belul két csoportot

elemeztiink, a Synophrus génuszt és a Synergus génusz egy fajat.



I Ceroptres cerri (536, S37, S166)

B
Cerovtres clavicornis (S34. S35) | Ceroptres
Rhoovhilus loewi (5163, S164. S165) Rhoophilus

Saphonecrus connatus (S50)
Sunophrus sp.3 (S134. S135) 4. Klad
Sunovhrus sp.1 (532, S205-5210)
Sunovhrus vilulae (S33) (Wn Oph r US)
Saphonecrus lusitanicus (S66, S67)
Savhonecrus barbotini (S68)
Sunereus sp.14 (S8, S10. S11. S74. S182) — A
Sunereus sp.4 (S62. S63)
Sunereus sv.1 (S87) B
Sunereus sp.2 (S12. S14-527. S86. S88. S89)
Sunereus sp.2 (5177. S178)
Sunereus sp.2 (S21. S41) —
Sunereus xiaolonemeni (S94)
Synergus consobrinus (S55, S56, $42-545) C
Sunerous sp.3 (S83)
Sunereus chinensis (S90)

100

Sunereus thaumacerus (553. S54)
Sunereus incrassatus (S59)
Sunereus bechtoldae (5107, S108)
Sunereus sp.5 (5168. 5170. S171. S179. 5200) D
89 78" Sunereus sp.17 (S142-S145) 1 Klé.d
100 Sunereus sp.17 (S176)
100 Sunereus diavhanus (S13. S30. S31)
[ ‘ — Sunereus mikoi (5105. S106) — (%’nerglJS)
Sunereus iavonicus (S92. 596. S97) —
=1 100 100 ™ Synergus sp.20 (S3, 5152, S155, S157, S158, 5160, S169)
Sunereus sp.7 (S5. S38. 5202. S181)
Sunereus sp.18 (S201) E
Sunereus sp.19 (5196. S198. S199)

82
80

Synerqus sp.6 (S1, S154, 5156, S159, S161, S197)
Sunereus sp.6 (5100-5103. S109)

Sunereus sp.6 (S2. S81)
Sunereus sp.6 (5104) E—

,ﬂ, ] [109()une1‘<7us vhusocerus (S60. S61) F

Sunereus vhusocerus (528, S29)

Sunereus sp.9 (S6.S7. S9. S75-577. S183-5194
7 - Sunerous sv.8 (S78. 579, S146.5147. 5172:8174) | G
Synergus sp.8 (S80, S148-5151, 5175, 5162) ———

Sunereus sp.12 (540. S51) ]
Sunereus sp.13 (548. S52)
Sunereus crassicornis (569. S70. S132) H
Sunereus clandestinus (S57. S58)

100 Sunereus sp.16 (5139-5141, 5204) —
" Sunergus vlagiotrochi (564, S65) 2 Klé.d
100 ll%mergus sp.10 (839, S130, S131) .
oo Synergus sp.10 (98, 599, S131) (Flavipes)

B7Suner9us sp.11 (S112)
Sunereus sp.11 (S128)

Savhonecrus haimi (549) z
‘% Savhonecrus undulatus (S46. S47) 3. Klad
Savhonecrus irani (S113-S116) (Ha.|m|)

0.1

4. abra A Synergini tribusz rokonsagi viszonyait szemkéltBayes alapu konszenzus
fa COl, cytb és 28S D2 stem és loop szekvencigkaiaMelika (2006) nyoman.

10



A Synophrus génusz

A tdlgygubacs inkvilinek kdzott talan &ynophrudajok bioldgidjarol tudunk a
legkevesebbet, beleértve a gubacsdarazs gazdeokatpdsat, de foldrajzi elterjedésik,
taxonomidjuk és filogenetikai viszonyaik is kérdgede (Melika, 2006). Eredetileg
gubacsindukalokeént irtak tiket (Hartig, 1840), kétb morfoldgia alapjan soroltak at e
fajokat a Synergini tarsbék kozé (Ronquist, 1994). Inkvilin életmddjukra avktkez
megfigyelés utal: Pujade-Villar és mtsi (2003) Bif¢k meg, hogys. politusegyedek
fejlédtek ki a nyar folyaman olyan gubacsokbdl, melyek Andricus burgundus
rigygubacsai helyén, feltelden azokbdl alakultak ki. Ezek tipik& politusgubacsok,
gbmbszelfek, de szabalytalan alaktak é$sen elfasodottak, ami teljesen eltérfaz

burgundusgyubacsoktol.

A Synophrus fajok jellemzje a gazda gubacs féfésének jelelis
megvaltoztatasa, amely egyedi sajatossag a tolgysubkvilinek k6zott. ASynophrus
tarsbérd mindig letalis a rovar gazdara nézve. Ez feliédetazzal magyarazhato, hogy
az inkvilin larva sokkal gyorsabban féglik, larvakamraja vagy kamrai egysien
elfoglaljdk a helyet. Ezek utanSynophrudarva éltal kontrollalt, tovabbfejtls gubacs
morfologiaja specifikussa valik az adottSynophrus fajra, akarcsak a
télgygubacsdarazsak esetébenSynophrus politussélhetleg nem specifikus aA.
burgundusraezzel magyarazhaté az a tény is, ho@ aolitusott is tomegesen fordul
elé, ahol A. burgundusnem él. Az Gjabb eredmények arra utalnak, hogynesa
gubacsdaradzs rendelkezik rejtett szexudlis ger@@ci melynek gubacsai
morfologiailag megkulonbdztethetetlenek Az burgundusdl (Stone és mtsi, 2008).

Felteheben ezek a fajok is szolgalhatnak gazdakéymophrugajoknak.

Minden ismeriSynophrudaj a Cerris tolgyszekciohoz kédik, foként a Nyugat
Palearktikumban elterjedtek. Azon gubacsok morfididég mérete és lokalizacioja,
melyeklBl Synophrus egyed nevelhét ki, igen valtozatos (5. &bra). Ezt a
valtozatossadgot magyarazhatja az, hogy az inkgbkféle gubacsdarazs gazda fajt
tdmad. Ez kézenfekwnek finik, mivel a gubacsindukal6 altaldban specifikusdaényi
szervre (Cook és mitsi, 2002), a kulonbombvényi részeken fejtls Synophrus
gubacsok tehat mas-mas gubacsdarazs gazdatél ghatmek. Masrészt ismert, hogy a
gubacs morfologia jellegzetességeit a gubacsd#amga kontrollalja (Stone és Cook,

1998), emiatt az is lehetséges, hogy kulodb8ynophrusfajok, vagy leszarmazési
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vonalak mas-mas iranyba terelik a gubacsoksdégét, ami a gubacs morfolégia

valtozatossagat eredményezheti.

5. abra Synophrudajokra jellem# kiilénb6z gubacsvaltozatok. Bynophrus pilulae
2. S. politus 3. S. olivieri 4. S. hungaricus

Vizsgéalatainkat megékéen 3 Nyugat PalearktikuSynophrusfajt tartottak
szamon:S. pilulaeHouard, 1911S. politusHartig, 1843 €. olivieri Kieffer, 1898. A
génusz fajgazdagsdga azonban régota vitatott kérWdekularis filogenetikali
eredmények arra utalnak, hogy Synophrusfajok egy monofiletikus egységként
kulonithetk el, e klad testvércsoportjat pedigSaphonecrugénusz egy alcsoportja
alkotja (4. abra). ASynophrusfajok igy aSynophrus-Saphonecrus-Synergseport
egy korai divergencigju leszarmazasi vonalanakne&eépvisali (Melika, 2006).
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Synergus fajok

A Synophrus-Saphonecrus-Synerfpgzarmazasi vonalon belll legtdbb fajjal a
Synergusgénusz rendelkezik (4. abra). Vilagszerte koriibdlO0 fajuk él, ebdl
hozzavetileg 34 ismert a Nyugat Paleaarktikumban (MelikeD&0 N6venyi gazdajuk
tulnyomérészt valamilyen lombhullatQuercusfaj. Mayr (1872) aSynergusgénuszt
morfologiai alapon két szekciora osztotta. A marfphi jellegek mellett egyes
biol6giai sajatsagok is alatamasztottdk a két doekweglétét. Az |. szekcié fajainak
kdzos jellemije, hogy évente tobbnyire egy generaci6juksidif (univoltin), és csak
ritkan letalisak a gubacsdarazs gazdara nézve.| Eszmmben a Il. szekcidban
tulsdlyban vannak az évente két generacioval r&edgl(bivoltin) és javarészt letalis
fajok. Ez utébbi szekciéra még az is jellémhogy az ide sorolhat6 fajok esetén a két
generacio egyedei kozott jeléata morfologiai kilonbség, tovabb névelve a csoport

taxonomiai bizonytalansagat.

Sok esetben csak egy fajkomplex azonosithatd, ebehil a fajok
megkulonboztetése problémas, nincsenek j6 diagkaszkil$ morfologiai jellegek.
Az is sejthat volt, hogy bizonyos széles gazdaspecificitdsukfajélhetleg kriptikus
fajok komplexei (pl.Synergus umbraculus$. hayneanysS. pallipes Melika, 2006).
Mindezek sziikségessé tették a génusz, illetve gygibacs inkvilinek alaposabb
filogenetikai vizsgalatat. Acs és mtsi (2010) moliékis filogenetikai eredményei arra
utalnak, hogy a fent emlitett Mayr szekciok mestgesek, nem monofiletikusak,
vagyis nincsenek 6sszhangban a valés leszarmazgsisdlatokkal. Ezen Kkivdl
megebsitette kriptikus fajok kimutatasaval azt a koraldsjtést is, miszerint a
Synergini csoport taxondmiai reviziora szorul, agdiosztikai karaktereket at kell

értékelni.

Egyike a problémas fajoknak Synergus umbraculu®livier, 1791, (6. abra)
mely az egyik legelterjedtebb tdlgygubacs inkviinNyugat Palearktikumban. Egy,
vagy két generacioja féglik évente mas tdlgygubacs darazsak gubacsailtearokig a
QuercusgénusXuercus sensu strickrekcidjanak fajain. Széles gazdaspektrumu, tébb
mint 30 féle télgygubacsbdl sikerult eddig kinevelleggyakrabbanAndricus fajok
aszexudlis gubacsaiban talk (Melika, 2006). Acs és mtsi (2010) eredményapgin,
amit jelenleg morfolégiai alapor5. umbraculumak gondolunk, az molekularis

filogenetika alapjan 4 kulonallé egység (MOTU, Muléar Operational Taxonomic
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Unit). Ezek kozul aS. umbraculuként meghatarozott mintak tobb, mint 90%-at a
monofiletikus 19-es MOTU (Acs és mitsi, 2010) tartarza. A tovabbiakban ez

tekintjuk aS. umbraculugajnak.

6. abra Synergus umbraculuSlivier, 1791. Készitette: Foki Eva.

Gazdaspecifikus genetikai differenciacio

Herbivor és éiskod életmodot folytatd rovarok diverzifikacioja szimplus
korilmények kozott is végbemehet (Berlocher és Fex¥02). Ez magyarazathatja azt
a tekintélyes fajszifit diverzitast, amely igy a kulonb®zIbhelyekre, éllati gazdakra
(pl. parazitdknal), vagy névényi gazdakra (pl. fafp rovarokndl) specializalodasnak a
kovetkezménye. Szamos fitofag rovar szamara a ogéwéday az dlhelyet, a
szaporodas helyét és az egyetlen taplalékforrgetlanti egyben, igy a gazda szerinti
differenciacio az Okoldgiai fajképdés tipikus példaja (Downie és mtsi, 2001). A
gazdara tortéh specializacié genetikai differenciaciot is eredgem mivel a
kilonbd® gazdakra specializalédé leszarmazasi sorok k@dzgénaramlas korlatozott.
Ezeket a gazda specifikus leszarmazasi sorokatzmékegazda rasszoknak (“host
race”), amely példaul egy parazita vagy fitofagjéty genetikailag (és morfolégiailag)
elkulonalt, szimpatrikus vagy allopatrikus poputitjelenti, melyek kilonbdz gazdan
élnek (Dres és Mallet, 2002).

A gazdanovény specifikus differenciacio (host agged differentiation, HAD)

gyakori gubacsindukéal6 rovarok kdzt. A rovar ésaadanoéveny kozotti kapcsolat igen
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szoros, hiszen az allatnak a novény biokémiai marés befolydsolva kell a novényt
specidlis képidmények (larvakamra, taplalészovet) |étrehozasaémydeeritenie

(Stireman és mtsi, 2005). A gazdak véltozatossépart ekényszert jelenthet a
herbivorok véltozatossagara. Ugyanezildw okokbdl kifolydlag azt véarjuk, hogy az
inkvilinek esetében is é&lordulhat HAD a ndvényi gazdara nézve, mivel ezsk i

képesek a ndvényi szévetek modositasara.

Olyan trofikus kapcsolatok esetén is varhaté gazeainti differenciacio, ahol a
kapcsolat valamilyen specializaciot, szinkroniz&ég&nyel (Forbes és mtsi, 2009). A
tarsbérbnek a gubacsképayazda életciklusaval is szoros szinkronban kelhile, hogy
a megfeled idében megtaldlhassa a peterakésra alkalmas stadiueNdagubacsokat.

A Nyugat Palearktikumban azokon a terileteken Egédbb gubacsdarazs gazda faj,
ahol a két tolgyszekci6 elterjedési terllete &ffedabra), példaul a Karpat-medencében.
Kizardlag ezeken a tertleteken fordulnak el komplex gazdavéltadssal jellemezhet
gubacsindukalé Andricus fajok, melyek gubacsai kiemelk&sh gazdag
életkbzosségeknek adnak otthont (Melika, 2006)enlymdédon a gazda szerinti
szimpatrikus differencidcio leh#tége adott. Ugyanakkor ismert, hogy magas az
évenkénti és térbeli variabilitds egy éven belkfraa szomszédos fak kdzott is jetent
lehet az eltérés a kulonkbzgubacsdarazs gazdakéfelrdulasi gyakorisdgaban. A
kilonbdz Andricus fajok gubacsai igen valtozatosak. Méretikben, kids bel§
jellegeikben jeleritsen eltérnek egymastol, ami befolyasolhatja a |taidak tAmadasi
gyakorisdgat (Stone és Schoénrogge, 2003; Baileymési, 2009). Ez alapjan
feltételezhetjuk, hogy az inkvilinek peterakasiesét is befolyasolhatjak a gubacs Kils
jellegei. Példaul a gubacs keménységét tekintveslyamdaptacié lehet a parazitoidok
ellen (Stone és Schoénrogge, 2003), a kovétkenr allithatd fel:Andricus lucidus <
A.lignicolus< A. infectorius <A. kollari, amiben az utols6 a legkeményebb. Ezen kivil
kilsé tiskék és ragacsos bevonat jelenlétében/hianyigbaitébek ezek a gubacsok.

Ezek azAndricusfajok hazankban is gyakoriak.

Filogeografia

Szamos kulonbdztér és idléptéki folyamat formélja a kdzosségek és azok

tagjainak diverzitasat. Ezek kozul a foldtorténkegyedidszak jégkorszakainak a
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Nyugat Palearktikum @&vildgara, egyes fajok genetikai véltozatossagarakanplt
hatasa az egyik legrészletesebben vizsgalt prob(&rewitt, 1999; Schmitt, 2007). A
lehilés, a jégtakardk kiterjedésével a mérsékelt édajokat déli refugiumokba
szaniizte. Ezek a teruletek Dél-Eur6pabansdlsgesen az Ibériai félsziget, Appenini
félsziget és a Balkan voltak (Hewitt, 1999) (1.abrFeltehgten szamos populacioé
Kipusztult a megfelél élettér eltnése miatt az egyes jégkorszakok sordn (Thomas és
mtsi, 2004). Az utolso jégkorszakot ko§en a refugiumok populacioi népesitették Ujra
be Eurdpa tobbi részét (Hewitt, 1999; Schmitt, J0&gyre tbbb bizonyiték tAmasztja
ala, hogy a jol ismert dél-eurdpai refugiumokonukiléteztek “kriptikus” reflgiumok
északabbra is, ahol a mikroklima ezt lékét tette (Deffontaine és mtsi, 2005;
Ursenbacher és mtsi, 2006). Ezen teriletek keveshigk jol korulhatarolhatéak és
siriin lakottak, azonban kiemelk&d szerepik az Gjra felmelededurdpai tertletek
rekolonizéciojaban (Stewart és Lister, 2001; Vag§4)8; Provan és Bennett, 2008).

A Cynipidae csalad gubacsképzl kapcsolatban is rendelkeziink ismeretekkel
a Negyedidszak populacio-kiterjedéseire vonatkozélag. Tudjn&gy (i) az ibériai
refGgium populécidi A&ltalaban genetikailag jol ddkiillnek és alacsonyabb
diverzitastiak az appenini populacidhoz képest; Ksgak-Eurépa Ujra benépesitése
elsssorban Kozép-Eurdpa faltortént és nem Ibéria f@l (Rokas és mtsi, 2001; Stone
és mtsi, 2007). Az is valosZisithet, hogy egy — a jégkorszakokhoz kothpbpulacio-
mozgasokat megété — kelet-nyugat iranya elterjedés is volt, melyniekrasa —
jelenlegi ismereteink szerint — @i, nagy genetikai diverzitdstu Anatdliai-fennsikaés
mai Iran terilete (Rokas és mitsi, 2003; Challisvédsi, 2007; Stone és mtsi, 2007,
Lohse és mtsi, 2010), azonban még tavolabbi kébetds sem zarhatd ki. Ezt az
elméletet “Out of Anatolia” hipotézisként tartjukzémon, amely értelmében
gubacsdarazs leszarmazasi vonalak diverzifikadapdntja a mai Torokorszag és Irdn
terllete lehetett. Joval kevesebb ismerettel réedéhk a gubacsk6zdosség masik két
szintjéll, a parazitoidokrol és a tarsbéktsl. Az eddig tanulmanyozott parazitoidokra
hasonlé nagyléptékfilogeogréafiai mintazat jellendz mint a gubacsindukalé gazdaikra
(Hayward és Stone, 2006, Nicholls és mtsi, 201@®), egyes esetekben jelést
eltéréseket tapasztalunk: példaul Megastigmus stigmatizangbériai populacioi

atjutottak a Pireneusokon és benépesitették Fiansei@got (Hayward és Stone, 2006).

A Kérpat-medence gubacsdarazs faundja igen sdkszén viszonylag jol

tanulmanyozott (Melika, 2006). Néhany gubacsinddiaj genetikai diverzitdsarol is
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rendelkezlink ismeretekkel. (Stone és Sunnucks,;1R8Bas és mtsi, 2003). Stone és
Sunnucks (1993) aA. quercuscalisifaj esetén 7 polimorf allozim marker alapjan
Magyarorszag €s Ausztria magas genetikai divegrithsszamol be. Ez a diverzitas
azonban nem strukturalt, a genetikai variabilitrbeli differenciaciéja paronkéntisf
értékek alapjan csekély mértekRokas és mtsi (2003) citokrom b DNS szekvencgk é
allozim markerek elemzésével Azquercustozagubacsdarazsat vizsgalta. Eredményei
szerint a magyar populacio, a térok utan, a masddimagasabb szekvencia
diverzitassal jellemezh&t Allozim markerek alapjan kimutatta, hogy a magyar
populaci6 homogén, azonban két veszprémi minta lagzo két soproni pedig a
délnyugat térok csoporttal mutat rokonsagot. Edeliiyetlen télgygubacs inkviligt

sem készult molekularis alapu filogeografiai vidaga

A tolgygubacs kozosség genetikai vizsgélatok egyddellje, mert viszonylag
zart (igy kénnyen mintazhato), és tobb trofikusmtati foglal magaba (gazdandveny,
gubacsindukalok és tarsh&H, parazitoidok, hiperparazitoidok), melyek gekati
diverzitasbeli mintadzatai Osszevethe. Egy ilyen 06sszehasonlitasb6l olyan
jelenségekre kovetkeztethetliink, mint példaul an@gy mennyire szorosak a fajok
kozoOtti asszociaciok, mennyire gyakoriak a gazdasék, gazdacserék, mennyire
kdvetik az egyes trofikus szintek képvisiedgymast elterjedésik soran térben ébéah
— vagyis mennyire dsszehangolt az egyes trofikirdedz evollcidja. Ez dsszefliggést
mutathat a Negyedidzak éghajlatvaltozasaival dsszeflidtpra, és az ehhez kotott

herbivor fauna kényszeritett vandorlasaival is.

Egy kdzosség trofikus kapcsolatainak tanulmanydmdsélengedhetetlen, hogy
az azt alkotd fajok azonositasa egyértellagyen. Ehhez sok esetben molekularis
filogenetikai vizsgalatokra is szikség lehet, amalymorfolégia alapl osztalyozas

mellett egy flggetlennek tekintett eljaras a leswe@asi kapcsolatok becslésére.
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Ceélkitizések

Két inkvilin taxont valasztottunk ki részletesebemzésre. Kérdéseink illetve

céljaink az alabbiak:
A Synophrudilogenetika:

» A génusz filogenetikai kapcsolatainak tisztazésa.

A Synergus umbraculugenetikai valtozatossaga:
» A karpat-medencei populaciok genetikai diverzitasamlemzése.

» A genetikai diverzitas értelmezése: kolonizaciogém@t. Arra a kérdésre
keressilk a valaszt, hogy a feltételezett dél-eungbagialis régiok figyelembe
vételével milyen filogeogréafiai mintdzat jellethza fajra. Célunk ezaltal a

Kéarpat-medencét rekolonizald populaciok forrasémednositasa.

» A genetikai diverzitas értelmezése: gubacskémzdak szerinti differenciacio.
Az inkvilin leszarmazasi sorok jelenlegi elterjeéedbefolyasolja a preferalt
névény és gubacsképgazdaik elterjedése. Gazda rasszok kialakulhatggks
gubacsképf gazdakra, ezért céljaink kozé tartozik a gazdarirdze
differenciaci6 mértékének becslése is néhany gyaffobacsdarazs gazdara

vonatkozolag.
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Anyag és modszer

Synophrus
Gyiijtés

Magyarorszag 4 terletén csertol@ly(Quercus cerriy gyijtottiink Synophrus
gubacsokat: délnyugaton (Mecsek hegység), északtymg (Soproni hegység),
északkeleten (BUkk hegység) és délkeleten (Szeged/dékén). Ezeket a mintavétel
régiokat egymastdl legalabb 200 km valasztja ejuBacsokat elhelyezkedésik alapjan
a kovetke# kategoridkba soroltuk: (i) csucsrigyon vagy olidgyon talalhato, (ii)
fiatal hajtdson talalhato, (iii) a levébdrén, vagy a levélnyélen talalhaté és (iv) a
levélalapon taldlhat6. A gubacsokbdl karantén aleteltik ki a darazsakat, majd 96%-
os etanolban taroltuk az egyedeket tovabbi feltéézig. A Nyugat Palearktikum mas
tertleteil szarmazd tovabbBynophrusegyedeket is bevontunk a vizsgalatba (1.
tablazat). Mivel az egyes kategoriak ¢gg¢s helye, gubacs elhelyezkedése) minta
elemszdma kozott jelefd kilonbségek voltak, illetve a kolonkiozjellegek
egyértelntien hozz4 rendelhi&tk egyes leszarmazasi sorokhoz (lasd eredményag, e

O0sszehasonlitdsat célzo statisztikai elemzést dgymattink.

A vizsgalatban felhasznalt egyedek a kovetkezézmények giteményeiben
talalhatbak meg: Magyar Természettudomanyi MlzeulattAra, Budapest (Gsz
Sandor); University of Barcelona, Spanyolorszadi¢J®ujade-Villar); Vas Megyei
Talaj- és Novényvédelmi Szolgélat, Tanakajd (Melikaorge). A fajok leirdsat Melika

George, Mikd Istvdn és Juli Pujade-Villar végeztBérizes és mtsi, 2009).
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Faj Gazdanovény Novényi | Gyiijtési hely 28S D2 COl
(Quercus) szerv
Synophrus Q. cerris levél, DK Magyarorszag (2) 5 58
politus Q. cerris ragy, DNy Magyarorszag (15) EF583954 EF579701 — EF579709
Q. cerris hajtas ENy Magyarorszag (34) (EF487223) | (EF486971)
Q. cerris EK Magyarorszag (8)
1 EF579711
Q. suber Olaszorszag, Piombino (1) | 1 (EF487223) | 8 EF579712
Q. suber Olaszorszag, Savoria (8) 6 (EF487223) | 1 EF579710
ismeretlen Torokorszag, Madenli (1) | 1 (EF487223)
S. pilulae ragy DK Magyarorszag (10) 8 17
Q. cerris DNy Magyarorszag (5) EF583958 EF579713 — EF579716
' ENy Magyarorszag (2) (EFA487224) | (EF486972)
EK Magyarorszag (1)
S. olivieri Q. brantiiésQ. Irdn, Lorestan (4) 1 EF583959 |4 EF579725
libani i Irdn, Kordestan (3) 1 EF583959 | 3 EF579726 — EF579727
S.hungaricus | Q. cerris hajtas DK Magyarorszag (12) 3 EF583960 |13
(ragy, ENy Magyarorszag (1) 1 EF583960 | EF579717 — EF579721
levélnyél)
S. libani Q. cerri? vagy Libanon (2) 2 EF583957 2 EF579724
Q.ithaburensig |~
S.hispanicus | Q. suber - Spanyolorszag (1) (EF487225) (EF486974)
S. syriacus Q. libani Iran, Kurdestan (3) 1 EF583956 | 3 EF579722
Q. libani - Iran, Kermanshah (1) 1 EF583956 | 1 EF579722
Q. ithaburensis? Sziria (3) 3 EF583955 | 3 EF579723

1. tAblazat A molekularis filogenetikai analizisben felhaszr&nophrugajok. A “28S D2" és “COI” oszlopokban az Uj ég@élben a letoltdtt szekvenciak
GenBank azonositojat, valamint az adott szekveatijallemezhet egyedek szamat adtuk meg. A ‘iggsi hely” oszlop a minték I&hely szerinti eloszlaséat

mutatja,

zartjelben az

adott

dakelyhez

rendelhét citokrom oxidaz

szekvenciak

szamat

adtuk meg.

? kérdéses

gazda.



DNS izolalas, amplifikalas, szekvenalas és a szeke&k 6sszeallitasa

DNeasy Tissue Kit-tel (QIAGEN) izolaltunk DNS-t3Llkabbdl, kévetve a gyartd
izeltldblakra vonatkoz6 utasitasait. A test fenmaér részeit félretettik kéisbi

morfologiai vizsgalatok elvégzése céljabdl, illebigonyité példanynak.

A mitokondralis citokrém oxidaz | alegység (COB&bazisparnyi szakaszat a
HCO-2198 5-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3' & LCO-1490 5-
GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3’ (Folmer és mis 1994) primereket
alkalmazva szaporitottuk fel. A magi 28S D2 gén Bé&isparnyi szakaszat ébb
klddokbdl kiemelt egyedekre felszaporitottuk a D@F D2R primereket hasznalva
(D2F: 5- CGTGTTGCTTGATAGTGCAGC-3 és D2R: 5
TCAAGACGGGTCCTGAAAGT-3, Hancock és mtsi, 1988). A PCR reakcidkat 50 pl
végtérfogatban végeztik 2 pl templat DNS-t, 5 pX Iltaq puffert (Fermentas), 4 pl
MgCl,-t (25 mM, Fermentas), 1 ul dNTP-t (10 mM, Fermeht@.6-0.6 ul primert (10
pM), 0.4 ul Taqg polimerazt (5u/ul, Fermentas) észtkélt vizet felhasznalva. A PCR
reakcidkat egy PTC-200 DNA Engine (MJ Researchytiéken végeztik a kovetkez
program alapjan: elslépés 94 °C két percig, majd 35 ciklus (94 °pfdiig, 50 (COl)
illetve 45 °C (28S D2) 1 percig, 72 °C masfél mgrcvégul 72 °C 10 percig. A kapott
PCR termékbl 5 pl-t 1%-os agar6z gélen elektroforetizalva mhztik a reakcid
sikerességét. A PCR terméket SAP (Shrimp Alkalineodphatase) é£. coli
exonukledz elegyével tisztitottuk. 20 pul PCR terhg&k 6.5 pul SAP mixet adtunk,
amely 1 pl SAP-ot (1u/pl, Fermentas), 2 pl 10X SAiffert (Fermentas), 1.5 . coli
Exol exonukledzt (20u/ul, Fermentas) és 2 pl 168x%IBpuffert tartalmazott. Ezutan a
mintakat 40 percig 37 °C-on, majd 20 percig 80 AGnkubaltuk. Bizonyos esetekben a
PCR terméket kdzvetlenil gélbtisztitottuk Ultrafree-DA kittel (Millipore) a gértd
utasitasait kovetve. A mintak nagy részénél (azes8S D2 és a COl 90%-a) a
tisztitott PCR terméket mindkét irAnybol megszelahik, ehhez ABI BigDye v3.1
Terminator Cycle Sequencing kittet hasznaltunk (AgabBiosystems), majd a kapott
terméket egy ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (ApglBiosystems) tipusu kapillaris
szekvenatoron futtatuk. A kromatogramokat a Stddackage (Staden és mtsi, 2000)
programcsomaggal allitottuk 6ssze. Az () haplothgas a GenBank adatbazisaba
hozzaférhdivé tettilk (EF583954-EF583960 és EF579701-EF579.2@blazat).

Tovabbi 4 Synophrus COIl szekvenciat hasznaltunk fel a GenBank



adatbazisabdl: egy-egy észak-magyarors@agiolitusessS. pilulag egy spanyolorszagi
S. hispanicugs egy Algériabdl szarmaz®ynophrusminta (gazdaQ. suber 2001,
EF486973) szekvencigjat. A Synergini tribuszbolbadtke® rokon fajok szekvenciait
hasznaltuk fel egy masik viszgalatunkbdl (Acs ésim2010): Saphonecrushaimi
(EF486879, EF487126%aphonecrus undulaty&F486882, EF487132%aphonecrus
connatus (EF486878, EF487125)Saphonecrus barbotin(EF486877, EF487124),
Saphonecrus lusitanicu$EF486880, EF487130) éRhoophilus loewi(EF486875,
EF487122).

A szekvenciak elemzése

A 28S D2 szekvencidkat a ClustalX v1.83 (Thompasmtsi, 1994) szoftverrel
illesztettik ebszor az alapértelmezett bedllitAsokkal, majd tovéibbmitottuk a
maximalis hasonlosag elérése érdekében. Az Ossmespoziciojat ugy rogzitettik,
hogy kongruensek legyenek a Cynipini szekvencesiiiésekkel (Nylander és mitsi,
2004b). Az 565 bazisparnyi illesztett szekvencidbagap-eket 14 kilonbézbinaris
karakterként kédoltuk Simmons és Ochoterena (2@2Q) kddolasi eljarasa alapjan
(simple gap coding). A COI szekvenciak illesztéggéetelnii volt, mivel az 6sszes
szekvencia ugyanolyan hosszu, és nem tartalmazigégb8 bp). Fehérjére leforditva
ellerdriztik, hogy kédol6 szekvencidk lehetnek-e. A mintaintegy 10%-nal egy
rovidebb COI szakaszt hasznaltunk (kb 480 bp), laaorezeket a mintakat csak@ f
leszarmazasi vonalak azonositdsara hasznaltuk, | niweeredmények alapjan ez
elegendnek bizonyult a besorolashoz. Csak a teljes hodgfi€OI haplotipusokat

hasznéltuk fel a fajon bellli diverzitas szamolagaés a filogenetika becsléséhez.

A filogenetikai rekonstrukciohoz a megfélelszubsztiticiés modellt a
MrModeltest 2.2 (Nylander, 2004c) szoftverrel vatagtuk ki. A filogenetikai becslést
Bayes alapu mddszerrel végeztik (MrBayes 3.1.2,gReh és Huelsenbeck, 2003) a
kovetkedy kombinacidknak megfeléén: COI, COl kodon poziciok alapjan
particionalva, 28S D2 gap particioval és anélkdilamint kombinélt COI — 28S D2 gap
nélkil — 28S D2 gapekkel. Minden elemzésben agékiia vonatkozé paramétereket
egymastdl figgetlennek tekintettiik, beleértve a paramétereket is, amelyek becslése

a rekonstrukcio része. A 28S D2 gapeket restrikeidatként definialtuk, a szoftver
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kézikbnyve éltal javasolt eljarast kdvetve. Az &rial soran a fak terének elemzésére
két fliggetlen futtatast vegeztink, egyenként 4 ygamosan futd lanccal. A lancokat
kétmillié generacioig futtattuk, minden szazadikahtazva, az ets 750 000 generaciot
burn-in-nek tekintve. A Markov-lancok konvergeneianinden elemzésben kiel&gyit
volt. Az eltérések szorasa 0.007 alatt maradtyvédlea PSRF (potential scale reduction
factor) statisztika értéke az 1.000-1.002 tartorbanyvolt minden paraméterre. Mas
modszerekkel is nagyon hasonl6 (kongruens topold@giedményt kaptunk, igy csak a
Bayes alapu analizis eredményeit targyaljuk. (Azyébg modszerek/szoftverek:
maximum likelihood analizis/PhyML szoftver (Guindés Gascuel, 2003); maximum

parszimoénia és neighbour joining/MEGA3 (Kumar ésinm004)).

Synerqus umbraculus

Gyiijtés

Graham N. Stone @jtéséldl Spanyolorszagtol Iranig, 55 mintavételi hélyr
szarmazd S. umbraculus egyedeket kaptunk, lefedve az 0©sszes vélt nyugat
palearktikumi refGgiumot és a gubacsdarazs gazdades skalgjat (7. abra, 1.
flggelék). Hazank terlletén a igyest mi végeztik, tovabbi 18 hellyelbitve a
mintavételi pontok szamat. igy a mintavétel, cékaiak megfelélen, Magyarorszagon
volt a legintenzivebb, leh&té téve a genetikai diverzitas térbeli mintazatdaakaz
esetleges gazdaspecifikus differenciacio vizsgal@tégubacsokat egyenként fiolakba
helyeztik, és karantén alatt neveltik ki a darastsakelyeket ezutan 96%-0s etanolban
-20 °C-on taroltunk tovabbi felhasznalasig. Morfgidi alapon tortéh hatdrozas utan
az egyedeket MOTU-khoz rendeltik a magi 28S D2amait a mitokondrialis
citokrom oxidaz és citokrom b gének szekvenciarmfacioi alapjan, mivel ez Acs és

mtsi (2010) alapjan elegeéigek bizonyult azok azonositasahoz.
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7. abra Synergus umbraculusintavételi helyek a Nyugat Palearktikumban. Anesi
korok egy, vagy tobb, egymashoz kozeli mintavétaiyet és a helyre jellertiz
citokrom b haplocsoport eloszlast jel6lik. A jobelsh sarokban a Karpat-medence
kinagyitott képe lathato.

DNS izolalas, amplifikalas, szekvenalas és a szeke&k illesztése

Minden felhasznalt egyedre megszekvenaltunk &dto b (cytb) gén egy 697
bazispar hosszlsagu szakaszat. Azért a cytb stakdazztottuk, mert korabbi munkak
(Acs és mtsi, 2010) azt mutattak ki, hogy a toldyages inkvilinek esetében a fajon
bellli variabilitas erre a vizsgélt markerre a lagyobb. Masrészt igy fennall a
lehettsége annak, hogy eredményeinket 0Osszehasonlits@ukosz gubacsindukald
darazsra vonatkozé adattal (Hayward és Stone, 20Béllis és mtsi, 2007; Stone és
mtsi 2007; Stone és mtsi 2009), melyek ugyanezerakkeren alapulnak. Minder f
cytb haplocsoportbdl kivalasztottunk néhany egyedetlyek COIl (658 bp, n=18) és
28S D2 (489 bp, n=15) génszakaszat is megszeku&nalinak érdekében, hogy
ellendrizzik a cytb haplocsoportokkal kongruens mintazatotatnak-e. Feltételezzik,
hogy ha kongruensek az egyes génekre vonatkozé@lgéatek egyben a populécidk

torténetét tukrozik.

DNS izolalast egyrészt a DNeasy Tissue Kit-telAGEN), masrészt egy olcso,
de hatékony chelex alapu modszerrel végeztink (ldeywés Stone, 2006). A
mitokondrialis citokrom b gén egy 697 bp hosszUsszakaszat a CP1B/CP2C primer
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parral polimerdz lancreakcioban (PCR) szaporitofelk(CP1B 5-AAT TTT GGA
TCT CTT TTA GG-3', CP2C 5-GGT ATT TGT TTA ATT ATTCAA A-3)). Ezt a
primer part specidlisaBynergus umbraculus terveztik a Harry és mtsi (1998) altal
kdzolt CP1/CP2 primerek médositasaval. Ez a cybrirent lefedi azt a 433 bp hosszu
szakaszt, melyet szamos gubacsdarazs esetébesssikdrasznaltak (pl. Rokas és mtsi,
2001, 2003; Challis és mtsi 2007; Stone és mtsV2QB1 és CB2 primerek). A COI
(658 bazispar) és 28S D2 (489 bazispar) markerepliffdlasahoz ugyanazokat a

primerparokat hasznaltuk, mintSynophrugsetében.

A polimeraz lancreakciokat (PCR) 25 ul végtérfbgat hajtottuk végre 0,25 pl
(5U/ul) Tag DNS polimeradz (Fermentas), 2,5 pl 10xqTpuffer, 2,0 pl MgGl (25
mM), 0,5 pul dNTP (10mM), 0,5-0,5 pl primerek (20 @i 2,0 pl templat DNS és
16,75 pl desztillalt viz felhasznéladséval. A prietehibridizalasi Bmérséklete 28S D2-
re 45 °C, COl-ra 50 °C, cytb-re 46 °C volt. A PGRméket 1%-0s agar6z gélen
futtattuk, a gélbl Millipore Ultrafree®-DA kittel visszaizolaltuk, ajd a PCR terméket
szekvenaltattuk (MWG-Biotech AG). A haplotipusok BNszekvenciait a GenBank
adatbazisdba hozzaférted tettik (GU386377-GU386442, 1. fuggelék).

A szekvenciak illesztését a ClustalX v1.83 (Thoampsés mtsi, 1994)
programmal végeztik. A cytb szekvenciak illesz@éggértelnti volt, nem tartalmaztak
gap-et, fehérjére leforditva sincs okunk feltéteiehogy esetleg magi masolatok. A
teljes statisztikai elemzést kizardlag a cytb seekiakra végeztik el (lasd alabb). A
COlI és 28S D2 génszekvenciak filogenetikai rekamsivjat a Mega 4 (Tamura €s
mtsi, 2007) programmal végeztik, minimum evollciddsrert és maximum composite
likelihood modellt hasznélva. A COI régi6 93 polirhgpozicidt tartalmazott és
egyértelnien tamogatta a cytb marker altal rekonstrualt iesaaasi vonalakat. A 28S

D2 szekvencidk alacsony variabilitast mutattak,dtssze 3 haplotipust taléltunk.

Statisztikai modszerek

Adataink konvertaladsat és egysit#ly szadmitasokat az R 2.9.0 (R Development
Core Team, 2009) programmal végeztuk. A populabiéiili variabilitast a kovetkéz
méwszamokkal jellemeztik: haplotipusok szama, egyegildtipusok szama (amely

csak egy mintaban fordul@| Nei géndiverzitas (h), nukleotid diverzitag €s kétféle
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genetikai tavolsadg (lasd alabb). A diverzitas ireexecsléséhez a DnaSP 5.00.07
(Librado és Rozas, 2009) programot hasznaltuk. begekkel a mészamokkal
jellemeztik az egyes haplocsoportok diverzitdsat Az egyes foldrajzi régidkra
vonatkoz6 mintanagysagok jeléaén kulénbdznek, ezért a gén és nukleotid divexzita

értékek hasonlésagat nem teszteltik.

A fa alapu filogenetikai rekonstrukciés modszeraekkalmazhatéosadgat a
SPLITSTREE 4.8 (Huson és Bryant, 2006) programneszteltik. Ez 95%-0s
megbizhatésagi sziit haldzattal tortént, a szoftverben rendelkezésréd al
legOosszetettebb modellt hasznédlva (HKY+I+G — HasegHKishino-Yano modell
invaridbilis poziciokkal és gamma eloszlassal) Alizlegktzelebb a modellszelekcios
eljaras altal is javasolt modellhez (l4&sd alabb).miegbizhatosdgot 200 bootstrap
ismétléssel, valamint NeighbourNet és “equal arsyits” modszerrel vizsgaltuk. A
cytb haplotipusokbdl ily médon generalt halozat neamalmazott multifurkacidkat a
fébb haplocsoportok tekintetében, ami arra utal, hexyg filogenetikai szignal van az

adatokban, tAmogatva a fa alapi modszerek hasrbsdlggzt.

A haplotipusok kozétti leszarmazasi kapcsolatoBayes alapu maodszerrel
becsiltik meg a BEAST 1.4.8 (Drummond és RambalQyPszoftverrel “sziletés-
halal” (birt-death) priort és molekularis orat {strclock) alkalmazva. Ez utébbi a
divergencia idk becslése miatt volt szikséges. Az adatainkraoldagn illeszked
nukleitod szubsztiticiés modellt (General Time Reilde modell invaridbilis
poziciokkal és gamma eloszlassal - GTR+I+G) a Mrélsdt 2.3 (Nylander, 2004c)
programmal vélasztottuk ki. Az elemzést kodon pokiszerint particionalva végeztik.
A szekvencia divergencia kalibralasdhoz a szélebekd hasznalt 1.15% szekvencia
divergencia/millié év/leszarmazasi vonal értékesAméltuk (Brower, 1994). A réata
alkalmasséga vitathatd, pusztan azért haszndljudat mehetséget ad arra, hogy
eredményeinket 6sszevethessik korabbi gubacsderazsaparazitoidjaikra vonatkozé
munkakkal, melyek szintén a Brower-féle ratan diagki (pl Challis és mtsi, 2007,
Hayward és Stone, 2006). A BEAST futasokat 50 thifjeneracioig folytattuk, minden
tizezredik generacidbol vettink mintat. A Markowmddk konvergencigjat az ESS
(effective sample size) értékek alapjan a Tracdr(Rambaut és Drummond, 2007)
programmal ellebriztiik. Az egyes futdsok eredményeit a LogCombiasekozzel
egyesitettik, az @ls10%-ot burn-in-nek tekintve. A haplocsoportok aggzére (H1,

H2, H8, részleteket lasd az Eredmények részbemsztlus parszimonia halézatot
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készitettink — 95% 0Osszekottetési hatarral a TQgram segitségével (Clement és

mtsi, 2000) — azok kapcsolatanak tisztazasa céljabo

A térbeli genetikai differenciaciot két léptékbeizsgaltuk. Egyrészt a 73
mintavételi helyet 6 régidba soroltuk az ismertigefimok alapjan: az Ibériai-félsziget
és Marokko (Ibéria, egyedszam (n=9), Olaszorsz&gQ)) a Karpat-medence (n=158),
Torokorszag és Libanon (TL, n=13), Irdn (n=18),awaint a Brit-szigetek (UK, n=11)
mint északi posztglacialis populacio (7. abraaBldzat). A Francia- és Németorszagbdl
(egyltt FG, n=6), valamint Goérogorszagbdl (n=4)rsmz0 mintdkat a régio szint
statisztikai elemzésben nem hasznaltuk fel az atgcsninta elemszam miatt. 3
Horvéatorszagbdl szarmazé mintat az olasz régidlweltsnk az olaszokkal egyéz
haplotipus miatt, feltételezve, hogy az Alpokddfikzikai barrier ebben a régiéban. Az
egyetlen libanoni mintat Térokorszaghoz soroltukaplotipusok azonossaga miatt. Az
irdni és a torok régio kulonvalasztdsat az indekditogy az Anatdliai Diagonal e két

régio kozott huzédik (1. &bra).

Masrészt Magyarorszagot a kovetkez régiora osztottuk, hogy a genetikai
variabilitast ebben a térléptékben is elemezhesMecsek (n=27), Goddll (n=8),
Matra (n=69), Eger (n=15) és Aggtelek (n=27) (7.raab3. tablazat). Tobb
magyarorszagi minta kimaradt éihtaz elemzéstl, mert egyik régioba sem sorolhat6

be egyértelien.

A genetikai differencidciot AMOVA moddszerrel (Awnais of Molecular
Variance, Excoffier és mtsi, 1992) vizsgéltuk, aezihkétféle genetikai tavolsagot
vettink alapul: (i) a szekvencidk kozotti nem kgatt paronkénti tévolsagot (p-
tavolsdg) és (i) a paronkénti patrisztikus tavotdd Az utébbit a BEAST
eredményeként kapott fa alapjan, a Patristic seal (Fourment és Gibbs, 2006)
szamoltuk ki. A tavolsagok elemzését R-ben végeAIZKAMOVA szamitasokat az R
VEGAN 1.15-2 csomagjanak (Oksanen és mtsi, 2009PONIS” fliggvényével
végeztik el. A térbeli heterogenitas szignifikaj@miak tesztelése permutécios
tesztekkel tortént, 5000 random permutéciét alkairaa illetve 1000 permutaciét
végeztink a paronkénti dsszehasonlitasok sordnarfancia komponensek becslése
soran a populéaciokat egy csoportba soroltuksabecslése ez alapjan tortént (Excoffier

és mtsi, 1992; Weir, 1996, a legegysidr hierarchikus szerkezetet tételezve fel).

A tolgygubacs gazda specificitds teszteléséret&@ziMOVA-t végeztink.
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Sajnos a tobb éven keresztiil végzett intenziv hawaiazas ellenére sem sikertlt a
kilénbo® régiokbol szarmaz6 gubacsokbdl eleger@ynergus umbraculusgyedet
kinevelni ahhoz, hogy a gazdaspecificitast €s laetegenetikai differenciaciot egyutt
tesztelhessiik. igy a gazdaspecificitas tesztet esa@katra régiobdl szarmazé azon
mintakra végeztik el (n=55), melyeknél a gubacslgazonositdsa egyértéimolt. A
kdvetke®d 4 gubacsdardzs faj aszexudlis generacidjanak gaimedt szarmazds.
umbraculusegyedeket hasznaltuk fekndricus infectoriugn=7), A. kollari (n=15), A.
lucidus (n=15) ésA. lignicolus(n=18). Az dsszes gazdaspecificitas vizsgalatharite
gubacs rigy erediet
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Eredmények

Synophrus
Molekuléris filogenetika és diverzitas

A szekvencia analizishez 6sszesen 118 COl és & D8 szekvenciat
hasznaltunk fel (1. tablazat). A MrModeltest 2.2ykhhder, 2004c) szoftver altal
javasolt GTR+I+G (General Time Reversible modeliainabilis poziciokkal és gamma
eloszlassal) szubsztitiuciés modellt hasznéltuk & &fatokra, SYM+l (Szimmetrikus
modell invaridbilis pozicidkkal) modellt a 28S D2ekvencidkhoz. A COI szekvenciak
a Synophruggénusz monofiletikussagat tAmogatjak, és magadbizteatosagi értékkel
tovabbi csoportok elkulonitését teszik letvet (8. abra).

A mindkét lokuszt alapul vév filogenetikai rekonstrukcié az eddig leirt 3
Synophrusfaj (S. pilulae, S. politus, S. olivigrimellett tovabbi Uj fajok jelenlétét
tamasztja ala (9. abra). Ezen tudoményra U fajthdl@nitése és leirasa, (j
diagnosztikus morfolégiai karakterek megallapitatads hatarozéokulcs felallitasaval
megtortént, az 6nallé leszarmazési sorokat a mtigkuilogenetika is aldtdmasztotta
(Pénzes és mtsi, 2009), vagyis a molekularis fitegkai rekonstrukcioban elkiloriil
bizonyos leszarmazasi vonalak faji statuszt nyerekqj fajok: Synophrus hungaricus
Melika és Mikd, 2009S. libaniMelika és Pujade-Villar, 200%. syriacudMelika, 2009
és S. hispanicusPujade-Villar, 2009. A morfolégiai és taxonémiaiunkat George
Melika, Miké Istvan és Juli Pujade-Villar végeztEzen dolgozat targyat csak a

molekularis filogenetikai eredmények képezik.

A COlI filogenetika alapjan (8. abra) két csoportitkithet el. Az el$be
tartoznak aS. hispanicusS. hungaricugs S. olivieri fajok, a masodikba pedig &
pilulae, S. politus S. libani és aS. syriacus.A Synophrus syriacugs S. libani
testvércsoportok, és egyutt monofiletikusalSapolitusfajjal, mig aS. pilulae egy
korabbi divergencigju leszarmazasi sort képvisdivérfaja az ébbi csoportnak. A
28S D2 szekvenciak alacsony diverzitast mutattakdéssze 6t haplotipust tudtunk
elkuldniteni a génuszon belil. A COI alapjan elkiild S. olivieri— S. hispanicus- S.

hungaricuseszarmazasi vonal ugyanazzal a 28S D2 haplotipjeemezhet.
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Rhoophilus loewi

1] sSynophrus
hungaricus (Magyarorszag)

.92

1
1 l—l Synophrus olivieri (Irén)
1

— Synophrus sp. (Algéria)
— Synophrus hispanicus (Spanyolorszag)

1 ’- Synophrus pilulae
89 (Magyarorszag)

.89 _[

Synophrus politus
"~ (Magyarorszag)
.99 -

99 .68 -
— S. politus (Olaszorszag)

1 [ S. politus (Magyarorszag)
AI_I—_S. politus (Olaszorszag)
1 .59 S. politus (Torokorszag)
.88 S. syriacus (Iran)
_I:S. syriacus (Sziria)
1 S. libani (Libanon)
_Ir Saphonecrus lusitanicus
Saphonecrus barbotini

1

Saphonecrus connatus
56 I Saphonecrus haimi
' Saphonecrus undulatus

8. abra A Synophrus Saphonecruses Roophilus génuszok citokrém oxidaz alapu
filogenetikaja. 50% majority-rule konszenzus fa, eynBayes analizissel, a nem
particionalt adatszett alapjan készilt. KilcsomktaRoophilus loewfajt tekintetttk.
Az eldgazasi pontok felett a posterior valogzéy értékeket tuntettik fel.
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Rhoophilus loewi

1 [ Saphonecrus haimi
' Saphonecrus undulatus

_1|:Saphonecrus barbotini
Saphonecrus lusitanicus

—1[ Synophrus hungaricus (Magyarorszag)

.94

.97 1
1 | I. Synophrus olivieri (Iran)
1

Synophrus hispanicus (Spanyolorszag)

—1[ Synophrus pilulae (Magyarorszag)

'99|:| Synophrus politus (Magyarorszag)
1

Synophrus politus (Olaszorszag)

ir Synophrus politus (Magyarorszag)
Synophrus politus (Olaszorszag)

.68 '~ synophrus politus (Torokorszag)

'84|:| Synophrus syriacus (Sziria)
1 Synophrus libani (Libanon)

Saphonecrus connatus

.98

64 |

S —
0.05

9. abra A Synophrus Saphonecrusés Roophilus génuszok 50% majority-rule
konszenzus faja, mely Bayes analizissel, a nenicparélt citokrom oxidaz, a 28S D2
és a 28S D2 gap adatok kombindlt analizisével k&gxi@yokér poziciojat &oophilus
loewi fajt hasznalva hataroztuk meg. Az elagazasi pofdlatt a posterior valosziség
értékeket tintettik fel.

A S. libanikét szubsztitlcioban tért el& politusa jellemz haplotipustdl. Az
irdni S. syriacusmintak egy bazisparnyi kilonbséget mutattak adtdhaplotipustol,
mely az 0sszes sziri8i syriacusvalamint a torok, olasz és magy&rpolitusmintakra
jellemzs. A S. pilulaemintak egy egyedi haplotipussal rendelkeznek. Ainaz egyes
filogenetikai fak hasonlésaga alapjan sejiheblt, a COI, D2 és D2 gap adatok
kombindlt analizise a COI-hoz hasonlé topologidéderényezett (9. abra). A COI

szekvenciak kodon pozicid szerinti particionalasan nbefolyasolta a kapott fa
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A fajon bellli szekvencia variabilitdst COl-ra zegregal6é poziciék szazalékos
aranyaval becsiltik. Ez @. olivieri szekvenciakra 1.4%, 2.6% az irani és szi@ai
syriacus szekvenciakra, melyek kozoétt egy gapnyi kulénbségvolt 28S D2
tekintetében. Altaldban véve a fajon belili vaditghs Magyarorszagon joval

alacsonyabb volt, kevesebb, mint 0.8%pilulaeésS. hungaricugsetében.

A Synophrus politudeszarmazasi vonalon belll két alcsoport kilométhed,
melyek kozotti szekvencia divergencia 2.1%. Az kggicsoportba a torok, olasz
(Piombino) és egy magyar minta tartozik. A masiki8amagyar és 8 olasz (Savoria)
egyed sorolhatd, ez utdbbiak szekvencidja teljessonos. A magyar mintak 1.2%
variabilitdst mutattak, de felteléetn ez nem magyarazhaté a foldrajzi elhelyezkedéshez
sem a novényi szervh