TARSBERL O GUBACSDARAZSAK
FILOGENETIKAJA ES FILOGEOGRAFIAJA

Ph.D. értekezés tézisei

Bihari Péter

Témavezet: Dr. Pénzes Zsolt

SZTE TTIK Biologia Doktori Iskola
MTA SZBK Genetikai Intézet

Szeged
2011



Bevezetés

Az izeltldblak torzsfefidése soran tobbszor is megjelent a
gubacsindukalas képessége, amely specidlis kapmsditételez a rovar és
gazdandvénye kozott. A gubacské&pxkozil az egyik legnagyobb fajszammal és
egyben legvaltozatosabb  gubacsmorfoldgiaval jellde® csoport a
gubacsdarazsak (Hymenoptera: Cynipidae) csaladjaCyhipidae fajok altal
indukalt gubacsok egy jellegzetes életkdzosséggabk, melyben a gubacsképz
larvgjan kivil tarsbésk (inkvilinek), parazitoidok és hiperparazitoidoks i
vizsgalatok kedvelt modelljei, mivel viszonylag ted és igy kdnnyen mintazhatoak.

A Cynipidae csalad egy tribuszénak tagjai az evél§oran elvesztették
gubacsindukalé képességiiket (Hymenoptera: CynipBiaeergini), fitofag larvajuk
mas gubacsképzfajok mellett tarsbésként fejlbdik. Azonban az ide sorolhaté
larvakamrat kialakitani a gubacsban és sajatosaltgaiovet differenciaciot
indukalni. A Synergini tribuszba jelenleg hozzéleg 176 faj sorolhaté, melgb
48 a Nyugat Palearktikumban is megtalalhaté. Ismieogy a Karpat-medence
gubacsdarazs faundja kiemelked gazdag, emellett molekuléaris alapi vizsgalatok
is kimutattdk néhany gubacsindukalé tolgy gubadsarfaj magas fajszilnt
genetikai valtozatossagat.

A gubacsdarazsakkal foglalkozé tanulmanyok jélentsze elssorban a
gubacsképikre és parazitoidjaikra 6sszpontosit, mig a tatSkel kevesebb
ismerettel rendelkeziink, noha abundanciajuk ésrzitasuk miatt meghatarozo
komponensei a gubacskdzdsségnek. Szamos filoganeitk taxondmiai kérdés
tisztazatlan az inkvilinekkel kapcsolatban, melyeégvalaszolasahoz a molekularis
filogenetika alkalmas eszkdz lehet a morfolégiaapdl vizsgalatok mellett.
Gubacsdarazsak esetén gyakran hasznalt molekufé@ikerek a magi 28S D2
lokusz, valamint a mitokondrialis citokrom oxidaalegység (COI) és a citokrom b
(cytb) gén szakaszok szekvencija. Tapasztalamghdal a 28S D2 génusz szinten,

utébbi két mitokondrialis marker fajon beliil mutagégfelet valtozatossagot.



Az éltalunk tanulmanyozott egyik tarsh#rlcsoport a csertdlgyhtz
(Quercus cerriy kdthet Synophrusgénusz (Hymenoptera: Cynipidae: Synergini),
mely tobb szempontbdl is kiemelésre érdemeSyAophruséstény korai feppdési
stadiumi gubacsba petézik, majd gyorsan atvesaibaag differencialédasanak
szabalyozasat és kiszoritja a gubacsdarazs gamuaty tobbnyire ismeretlen. A
Synophrusfajok az inkvilin darazsak kozott egyedilalldé maddajspecifikus
gubaccsal jellemezhidk, melynek mérete, morfolégidja és lokalizacidGiardban
jelentbs  véltozatossdgot mutat. Vizsgélatunkat mégein  a  Nyugat
Palearktikumban $ynophrudaj volt ismert: aS. pilulaeHouard, 1911, &. politus
Hartig, 1843, és §. olivieriKieffer, 1898.

Vizsgéalataink masik célpontja &ynergus umbraculu®livier, 1791
tarsbér faj volt, mely a Synergini tribusz legnépesebb efyben taxondmiai
szempontbdl leginkabb problémas génuszanak tagfaj & egyik legelterjedtebb
tolgygubacs inkvilin a Nyugat Palearktikumban, ezébazdaspecificitasuglég
Andricus (Hymenoptera: Cynipidae: Cynipini) fajok aszexsalgubacsaiban
fejlédik. Mar korabban is sejthetvolt, hogy aS. umbraculuskriptikus fajok
komplexe, ezt a sejtést egy a Synergini tribuszekdéris alapu filogenetikai
rekonstrukciojat célzo vizsgélat nemrég mégéette. Ebben a vizsgélatban a
morfoldgiai alaporS. umbraculuként meghatarozott egyedek 4 kulénallo MOTU-
ba sorolhatok, melyek kdzil a minték java részé¢atmazd monofiletikus csoportot

tekintjik aS. umbraculufajnak és ez képezte vizsgalatunk targyat.

Célkitizések

A Synophruggénuszra vonatkozo vizsgalaturtkdélja a génuszon beldli
filogenetikai kapcsolatok tisztazasa volt molekisl@markerek hasznalataval.

A Synergus umbraculus vonatkozéan célunk élsorban a karpat-
medencei populacié genetikai diverzitasanak fels®gs elemzése volt, figyelembe
véve a kolonizaciés torténet és a gubacskémzdak szerinti differenciacié hatasat
is. Emellett célunk volt egy Nyugat Palearktikunptii filogeografiai elemzés

elvégzése a feltételezett refugidlis terulet beséanal.



Alkalmazott modszerek

Mintavétel

Magyarorszag 4 teruletén csertolglygyijtottiink Synophruggubacsokat:
délnyugaton (Mecsek hegység), északnyugaton (Sopregység), északkeleten
(Bukk hegység) és délkeleten (Szeged kérnyékénjubacsok elhelyezkedését a
névényen lejegyeztilk, kategériakba soroltuk. A NgtugPalearktikum mas
terlileteil szarmazd tovabbi, nem altalunk Gggptt Synophrus egyedeket is
bevontunk a vizsgalatba.

Spanyolorszagtol Iranig, 55 mintavételi hélyrszarmazé Synergus
umbraculus egyedeket kaptunk lefedve a feltételezett nyugategoktikumi
refugidlis régiokat és a gubacsdarazs gazdak sgk#dsjat. Hazank tertiletén a 18
mintevételi helyet jeldltink ki, céljainknak megfélen. A gubacsokbdl karantén
alatt neveltiik ki a darazsakat, majd 96%-o0s etamtéroltuk az egyedeket tovabbi

felhasznalasig.

DNS izolalas, amplifikalas, szekvenalas és a szeke&@k dsszeallitasa

DNeasy Tissue Kit-tel (QIAGEN) izolaltunk DNS-t 1Kbbdl, kdvetve a
gyarto izeltlablakra vonatkoz6 utasitasait, vagy egyszeii Chelex alapu eljarast
hasznaltunk. A test fennmarad6 részeit félretekiEdbbi morfologiai vizsgalatok
elvégzése céljabdl, illetve bizonyit6é példanynak.

A Synophrus génusz vizsgalataban a mitokondridlis COl gén 658
bazisparnyi szakaszat minden egyedre, mig a m&gilZBlokusz 565 bazisparnyi
szakaszat az egyedek egy részére polimeraz lanmadgak (PCR) felszaporitottuk.
Synergus umbraculussetén a mitokondridlis cytb gén 697 bazisparagkaszat
minden egyedre, mig a COI és 28S D2 gének 658/6ll489 bazisparnyi szakaszat
az egyedek egy részére PCR-rel felsokszoroztuk.isatitbtt PCR terméket
megszekvenaltuk.

A Synophrus 28S D2 szekvenciak 6sszes gap paaicigy rogzitettik,
hogy kongruensek legyenek a Cynipini szekvenasziiésekkel. Az illesztett



szekvenciaban a gap-eket 14 kildribbinaris karakterként kddoltuk. A Synergini
tribuszbdl a kovetkerzrokon fajok szekvenciait hasznaltuk fel egy masik
viszgalatunkbdl: Saphonecrus haimi, Saphonecrus undulatus Saphonecrus
connatusSaphonecrus barbotinBaphonecrus lusitanicisRhoophilus loewi

A szekvenciak elemzése

Synophrus génuszesetén a filogenetikai rekonstrukci6hoz a GTR+I+G
(General Time Reversible modell invariabilis poakdial és gamma eloszlassal)
szubsztitlciés modellt hasznaltuk a COIl adatoktdM$l (Szimmetrikus modell
invariabilis poziciokkal) modellt a 28S D2 szekviéhboz. A filogenetikai becslést
Bayes alapu mddszerrel végeztik (MrBayes 3.1.2pwetke®d kombinacioknak
megfeleben: COI, COI kodon poziciok alapjan particionah28S D2 gap
particiéval és anélkiil, valamint kombinalt COI -S2B2 gap nélkil — 28S D2 gap-
ekkel.

Synergus umbraculus esetén a teljes statisztikai elemzést kizardlegtla
szekvenciakra végeztik el az aladbbiak szerint. puf@xion bellli variabilitast a
kévetked mészamokkal jellemeztiik: haplotipusok szama, egyedildiipusok
szama, Nei géndiverzitdas, nukleotid diverzitds é&tféke genetikai tavolsag.
Ugyanezekkel a mészamokkal jellemeztiik az egyes haplocsortok dité&sat is.

A fa alapu filogenetikai rekonstrukciés modszeetkalmazhatdésaganak
tesztelése utan a cytb haplotipusok kozotti lesaaési kapcsolatokat Bayes alapu
moddszerrel becsiltik meg a BEAST 1.4.8 szoftveseliletés-halal” (birt-death)
priort és molekularis 6rat (strict clock) alkalmazvAz adatainkra legjobban
illeszked nukleitod szubsztiticiés modellt (GTR+I+G) haszaalaz elemzést
kodon poziciok szerint particionalva végeztiik el. skekvencia divergencia
kalibralasahoz a széles koérben hasznalt 1.15% eneley divergencia/millié
év/leszarmazasi vonal értéket hasznaltuk. A hapfmms$ok egy részére statisztikus
parsziménia halézatot készitettiink azok kapcsodétéinztazasa céljabol.

A térbeli genetikai differenciaciot AMOVA moédszetwizsgaltuk, amihez

kétféle genetikai tavolsagot vettiink alapul: (i$zekvencidk kozotti nem korrigalt



paronkénti tavolsagot (p-tavolsag) és (ii) a paéork patrisztikus tavolsagot. A

télgygubacs gazda specificitas tesztelésére szAEQVA-t végeztink.

Eredmények és értékelés

Synophrus génusz

*  Molekuléris filogenetikai eredményeink és a diagtiasis morfologiai
karakterek ezt kovétijraértékelése alapjan tovabbi négy, tudomanyra Uj
faj kertilt leirasraSynophrus hungaricuslelika és Mikd, 2009S. libani
Melika és Pujade-Villar, 200%. syriacusMelika, 2009 ésS. hispanicus
Pujade-Villar, 2009.

¢ Az altalunk rekonstrualt molekularis filogenetikagan az 6sszes nyugat
palearktikus Synophrus faj egy monofiletikus egységet alkot. A
vizsgéalatunkba bevont Saphonecrus fajok ezzel szemben nem
monofiletikusak. A Synophrusgénusz testvércsoportjat $aphonecrus
lusitanicusésSa. barbotinifajpar alkotja, mig &a. haimiésSa. undulatus
fajpar, valamint aSa. connatudajok egy etfl elkilonilt leszarmazasi
vonalat képeznek. Sa. connatufilogenetikai helyzete bizonytalan.

A Synophrusgénusz fajai két leszarmazasi vonalra oszthatédaf) S.
hispanicus - hungaricus — olivierjalamint a (ii)S. pilulae — politus —
libani — syriacus csoportokra. Az els csoportba egy spanyolS(
hispanicuy egy ko6zép-eurépaiS; hungaricus és egy irani/torok .
olivieri) faj tartozik, Gjabb példat szolgaltatva egy balkisazsia-ibéria
fajparra. A masodik leszarmazasi vonalban is mggfiiett ehhez
hasonl6 foldrajzi elkilonilés, amennyibe® asyriacuglran és Sziria) és
a S. libani(Libanon) fajok egy monoflietikus egységet alkd¢tnmelynek
testvércsoportjat a szélesebb elterj@d¢Magyarorszag, Olaszorszag,
Torokorszag)S. politusfaj alkotja. A S. pilulaeképezi aS. politus S.
syriacus és S. libani fajok testvércsoportjat, elterjedési teriilete Kizé

Europa.



« A Synophrus génusz fentebb emlitett két leszarmazasi vonala
gubacsmorfologia alapjan is elkilondlni latszik. A5 csoportra $.
hispanicus - hungaricus — olivigri fiatal hajtasokon megjelén
szabalytalan form&ju duzzanat jelleinA S. olivierigubacsa tdbbkamras.

A masodik csoportraS. pilulae — politus — libani — syriacugdbbnyire
szabdalyosan gombszerrigygubacs jellemiz A S. politus gubacsok
lokalizaciéja valtozatos. Mivel a gubacs lokalizZica gubacsindukalé faj
néstényének peterakasi preferenciaja hatarozza raeg, \&ltozatossagot
kétféleképpen magyarazhatjuk: (i) a gubacsdarazdagbbféle novényi
szerven képez gubacsot, vagy (ii)Sa politustobb gazdafajt is tamad,

melyek kildnbdé névényi szervekhez kottéek.

Synergus umbraculus

e 239 cytb szekvencia alapjan 8 haplocsoportot tudeikiloniteni (H1-
H8), melyek koziil 6 megtaldlhatdé hazankban is. Al @@rker ezt a
csoportositast megisitette, mig a 28S D2 marker nem biztositott
megfeleb felbontast. A Karpat-medence kiemelkegkenetikai diverzitasat
mutattuk ki, melynekd oka a kiildnbd& leszarmazéasi sorok jelenléte. A
haplocsoportok foldrajzi elterjedése és mas régibkkzos haplotipusok
jelenléte egyértelifen alatdmasztja, hogy hazank keveredési zonanak
tekinthe®, melyet tobb alkalommal és tobb refagiumsfas kolonizaltak
populacidk. Emellett hazankra egy endemikus hapjomt dominancigja
is jellem®. AMOVA eredményeink és kozds haplotipusok jelenlét
alapjan a magyar populaci®lég az olasz és az észak-eurdpai (UK)
régiéval mutat kapcsolatot.

¢ Annak ellenére, hogy a karpat-medencei populacitetjeai diverzitasa
kiemelked, AMOVA eredményeink alapjan ez a diverzitas csagkély
mértékben struktaralt térben. Ehhez hasonlé mimézautattak ki az
Andricus quercustozaés azA. quercuscalicigubacsindukalé darazsakra

is.



A tolgygubacs gazda szerinti differenciaciét csaly ¢eriileten (Matra
régié), a négy leggyakoribb gubacsdardazs gazlladricus lucidus,
Al.lignicolus, A. infectorius, A. kollari) figyelembe vételével tudtuk
vizsgalni. Gazda rasszok jelenlétét nem sikeriiftutatnunk.

A Nyugat Palearktikum filogeogréfiai elemzése jélsrmértéki genetikai
differenciaciora utal, noha ezt megfélebvatossaggal kell kezelniink,
mivel vizsgalatunk minddssze egyetlen, mitokonésiaharkeren alapul.
Az Anatdliai diagonal és a Pireneusok hatasa akoigzag-Iran illetve az
Ibéria-Kdzép-Eurdpa elkiiloniilés alapjan jol kivéhetz irani és az ibériai
populécié sajat, leszarmazasi vonalakkal jellemez(id8, illetve H7 és
H3 haplocsoportok). Ezzel szemben az Alpok vélegt nem képez
jelents foldrajzi barriert, mivel az olasz és a magyapuaciok szoros
kapcsolatat sikerullt kimutatnunk. Eredményeink bbé arra utalnak,
hogy Németorszag, Franciaorszag és a Brit sziggtekztglacidlis
benépesitése Kozép-Eurdpasfetdrténhetett. Ezekit a teriletekél az
ibériai régiora jellem# haplotipusok teljesen hianyoznak. Mindezek a
filogeografiai sajatsagok hasonlitanak a gubacsk€&m® mas tagjaira
jellemz mintazatokhoz, azonban vizsgalatunk as,edenely egy inkvilin

gubacsdarazs genetikai diverzitasat elemzi.
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