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A genetikai variabilitas szerkezete a Maculinea alcon-fajcsoport Karpat-medencei populacioiban

1. BEVEZETES

Az utdbbi évtizedekben egyre intenzivebben jelentkezé antropogén
hatasok a természetes életterek besziikiilését, feldarabolddasat, bizonyos
fajok népességeinek méretbeli csdkkenését, a populaciok fragmentalodasat
és izolaciojat eredményezték. Ezek a folyamatok nagymértékben
hozzajarultak a veszélyeztetett novény- és allatfajok szamanak drasztikus
novekedéséhez. Ennek kovetkeztében a gyakorlati természetvédelem
szamara kiemelkedo jelentdséglivé valtak a konzervaciobioldgiai kutatasok,
melyek egyik fontos részteriilete annak a vizsgalata, hogy a veszélyeztetett
fajok populécidiban milyen evolucids erék hatnak, és ezek hogyan
befolyasoljak a populaciok genetikai variabilitdisanak mértékét és
szerkezetét. A genetikai diverzitds képezi ugyanis a valtozé kornyezeti
feltételekhez vald alkalmazkodas alapjat, vagyis ez hatarozza meg az adott
populacio evolucids potencialjat.

A veszélyeztetett fajok koziil tobb is indikator szerepet tolt be.
Ilyenek példaul a Lycaenidae csaladba tartozé hangyaboglarka fajok
(Maculinea van Eecke, 1915), melyek specidlis és 0Osszetett ¢lohely
igényiikkel sok mas faj igényeit is megjelenitik. Sajatos életciklusuknak
koszonhetden egész Eurdpaban veszélyeztetettek illetve védettek. Hernyoik
kezdetben a specifikus tapnovény magvaival taplalkoznak, majd obligat
médon Myrmica Latreille, 1804 hangyafajok fészkeiben fejlédnek.
Eletmenetiikbdl adodéan populacidik erésen ki vannak téve a genetikai
sodrodas hatasanak. Raadasul az inicialis tapndvény maghazaban, illetve a
hangyafészekben valo fejlodés soran intra- és interspecifikus kompeticio is
felléphet, igy a larvalis stadiumban szelekcios hatasok is érvényesiilhetnek.

Az ¢él6hely fragmentacié ¢és izolacid6 miatt Eurdpa-szerte

megfigyelhetd tendencia a Maculinea-fajok népességeinek nagymértékii
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csokkenése. A populacioik megérzésére vonatkozd természetvédelmi
intézkedéseket csak a rajuk hato folyamatok ismeretében lehet kidolgozni és
végrehajtani. A téma tehdt nagy konzervaciobiologiai ¢és gyakorlati
természetvédelmi jelentdséggel bir.

A Maculinea-nemzetségnek Europaban tradicionalisan 6t fajat
kiilonboztetik meg: 1api hangyaboglarka, Maculinea alcon [(Denis &
Schiffermiiller), 1775]; karszti hangyaboglarka, Maculinea rebeli
(Hirschke, 1904); nagypottyds hangyaboglarka, Maculinea arion (Linnaeus,
1758); wvérfi vagy kispottyés hangyaboglarka, Maculinea teleius
(Bergstrasser, 1779); zanot vagy sotét hangyaboglarka, Maculinea
nausithous (Bergstrdsser, 1779). Mivel a M. alcon és M. rebeli kiilsé
morfologiai és ivarszervi jellegei is dtmeneteket mutatnak, igy az inicialis
tapnovény- illetve hangyagazda-hasznalatra alapozott tradiciondlis faji
megkiilonboztetés taxonomiai jellegli kérdéseket is felvet.

Vizsgalataim soran tehat a Maculinea alcon-fajcsoport Karpat-
medencei  populacidiban tanulmanyoztam a genetikai variabilitas
szerkezetét, és kovetkeztetéseket vontam le a tapasztalt mintazat hatterében
allo lehetséges mikroevolucios folyamatokrol. Ugyanakkor arra is kerestem
a valaszt, hogy a kapott eredmények megerdsitik-e a hagyomanyos

taxonomiai beosztast a Maculinea alcon-fajcsoport esetében.

Dolgozatom négy f6 témakorének legfontosabb kérdései.

(1) Van-e elkilonilés a kiillonbozé tapndvényeket hasznald
populéciok kozott, illetve van-e a differencidlodasnak foldrajzi mintazata a

Karpat-medence nagy régioit tekintve?



A genetikai variabilitas szerkezete a Maculinea alcon-fajcsoport Karpat-medencei populacioiban

(i1) Elkiiloniilnek-e egymastol kisebb foldrajzi 1éptékben az alcon-
illetve a rebeli-tipusu populaciok, valamint milyen mértékii a genetikai
differencialodas a foldrajzi alrégiok kozott?

(iii)) Milyen a differencidlodas térbeli és idébeli mintdzata a
kiilonbozo tipust tapndveényeket hasznald populaciok esetében?

(iv) Van-e kiilonbség a genetikai variabilitas mértékében két eltérd

méretil, de ugyanazt a tdpndvényt hasznald populacié kozott?

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Mintak

Vizsgalataimhoz 1999 és 2005 kozott 50 mintat gytjtottiink Kozép-
populacié egyedei a G. pneumonanthe L.-t (M. alcon), 14 pedig a G.

cruciata L.-t (M. rebeli) hasznaljak inicialis tapndvényként.

2.2. Enzimpolimorfizmus vizsgalatok

Poliakrilamid  gélelektroforézis  segitségével 16  kiilonbozo
enzimlokuszt vizsgaltam meg (Acon, Acph, Aox, Est, Gdh, Gotl, Got2,
Gopdh, Gpdh, Hk, Idh, Mdh, Me, Pgi, Pgm, Sod).

Az elektroforézis a toltéssel rendelkez6 molekulaknak elektromos
er6térben valod elmozdulasan alapuld elvalasztastechnikai eljaras, melynek
soran a kiilonbdzé méretii és toltésti fehérjék vandorlasi sebességiik alapjan
kiiloniilnek el. A gélelektroforézist kovetden a vizsgalt lokuszok altal
meghatarozott allélikus enzimvaltozatok specifikus hisztokémiai eljarasok
révén megfesthetdk, igy a géntermékek kozvetleniil vizsgalhatok. Az

enzimmintazat alapjan meg lehet hatdrozni a populacidk genotipus- €s
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allélgyakorisagait. Ezeknek az ismeretében egyrészt a variabilitds mértékét
jellemzo paraméterek szamolhatok, masrészt kiilonbozo statisztikai
modszerek és az azoknak megfeleld programcsomagok segitségével a

variabilitas szerkezetét is elemezhetjiik.
2.3. Statisztikai analizisek

A variabilitds mértékének megallapitiasa céljabol meghataroztam a
polimorfizmus mutatdit: lokuszonkénti atlagos allélszam (n,), polimorf
lokuszok aranya (P), atlagos heterozigdta gyakorisag (H), multilokusz
genotipusok atlagos szama (G). Az egyes populaciokra, foldrajzi régiokra és
alrégiokra vonatkoztatva kiszamoltam az dsszallélszamot, illetve a
kiilonboz6 gyakorisagu allélok megoszlasat.

A genetikai variancia megoszlasat F-statisztika segitségével
elemeztem, melynek soran harom indexet szamitottam ki: a populacio teljes
genetikai variancigjat jellemz6 Fip-t, a populacion beliili variancia
komponenst reprezentald Fis-t, és a populaciok kozotti komponenst
jellemzo fixacios indexet (Fsr).

A populaciok differencialodasanak megallapitasara Fisher-féle exakt
tesztet végeztem, valamint megallapitottam a differencialodas kiilonbozo
mérOszamait  (fixdciés index (Fgy), Cavalli-Sforza ¢és Edwards
hurtavolsagok atlaga (D), privat allélok gyakorisaga (q), allélgyakorisagok
szorasa (sp)).

Molekuléris varianciaanalizis (AMOVA) segitségével a teljes
genetikai varianciat komplex modon analizaltam: felosztottam mintakon
beliili, populaciokon beliili — mintak kozotti, populaciok kdzotti (taxonon
illetve foldrajzi (al)région beliili, valamint taxonok illetve foldrajzi

(al)régiok kozotti) komponensekre.
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A populaciok kozotti Cavalli-Sforza és Edwards hurtavolsagok
matrixa alapjan UPGMA dendrogramokat szerkesztettem.

A populaciok allélgyakorisagai alapjan f6komponens analizist
végeztem, amelynek soran azt vizsgaltam, hogy a populacidk mennyire

kiiloniilnek el egymastdl a valtozok redukalt terében.

3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1. Tapnovény és foldrajzi régiok szerinti differencialédas

A Maculinea alcon-fajcsoporton beliil a M. alcon és a M. rebeli
taxonoémiai kiilonvalasztasat elsdsorban Okologiai bélyegekre (€l6hely,
inicialis tapndvény, hangyagazda) alapozzak. Morfologiai tulajdonsagaik a
szarnyakat illetve az ivarszerveket illetéen atfedék, valamint az inicialis
tapndvény-hasznalat és a kiils6 morfologiai jellegek is gyakran
ellentmondoak. Elsé 1épésben tehat azt vizsgaltam meg, hogy a genetikai
adatok megerdsitik-e a korabbi faji elkiilonitést, vagy ellenkezéleg, a faji
differencialodas hidnyat valosziniisitik.

A Maculinea-fajokra altalanossagban jellemzé az életmenetbdl
adodo nagymértékii sztochaszticitds, populdcidikban tehdt erds genetikai
sodrddasra lehet szdmitani. Ez viszont magas szintli differencidlodashoz
vezethet abban az esetben, ha azt a migracid kovetkeztében fellépd
génaramlas nem tudja ellensulyozni. A variabilitas foldrajzi mintazatanak
kialakulasa is alapvetéen a genetikai differencialodas és a génaramlas
intenzitasatol fiigg. Ha a kdzeli populaciok kozott (pl. egy foldrajzi région
beliil) a génaramlds hatdsa erésebb, mint a tavoli populaciok kozdtt (pl.
kiilonboz6 foldrajzi régiok kozott), akkor a variancia foldrajzi mintdzatot
mutathat. Ha egy populaciorendszerben a drift hatdsa erds, és ha a migracioé

altali génaramlds nem tudja ellensilyozni a genetikai sodrodas
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kovetkeztében 1étrejott nagymértékli genetikai differencialodast, akkor az
eltérés még az egymashoz viszonylag kozeli populaciok kozott is jelentds
meértéki lesz. Ebben az esetben tehat a genetikai variancia nem fog foldrajzi
mintdzatot mutatni. Mésodik Iépésben tehat arra a kérdésre kerestem a
valaszt, hogy a Maculinea alcon-fajcsoport esetében a genetikai
variabilitasnak van-e foldrajzi mintazata a Karpat-medence nagy foldrajzi
régioit tekintve.

A genetikai variabilitas szintje a Maculinea alcon-fajcsoport
esetében alacsonyabbnak bizonyult mas vizsgalt boglarkalepke fajokhoz
képest. Az alcon- illetve a rebeli-tipusu populaciok kdzott nem mutatkozott
faji szintli elkiiloniilés egyik statisztikai analizis soran sem. Hasonlo
eredményt kaptak mitokondridlis és nuklearis gének szekvencia analizise,
valamint morfologiai ¢és 0Okologiai karakterek elemzése révén is.
Eredményeim alapjan az is nyilvanvalova valt, hogy a Maculinea alcon-
fajcsoport populacioibdl szarmazdé mintdk nagymértékben elkiilontilnek
egymastol. A mintak kozotti kiilonbségek egy része az egymast kovetd
generaciok kozotti kiilonbségekbdl adodott, ami a genetikai sodrodas
hatasanak és a generacionként fellépd, ismétlédd palacknyak-effektusoknak
tulajdonithat6. A fluktuald ’bottle-neck’-ek sztochasztikus valtozasokhoz
vezethetnek a populaciok allélfrekvencidiban, amit csak részben tud
kompenzalni a populaciok kozotti génaramlas még egy foldrajzi région
belill is. Ezek a folyamatok eredményezhetik az egyértelmti trend hianyat a

nagy foldrajzi régiok differencialodasat illetden.

3.2. Tapnovény és foldrajzi alrégiok szerinti differencidlodas a
Maculinea alcon-fajcsoport észak-magyarorszagi populacioiban

Miutan a Maculinea alcon-fajcsoporton beliil nem tudtam kimutatni

sem faji szintli, sem egyértelmi regionalis elkiiloniilést, ezért sziikségesnek
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tartottam tovabb elemezni a differencialodas mintazatat kisebb foldrajzi
léptékben is.

A Maculinea-fajok  életmenetébdl adodd  nagymértéki
sztochaszticitas eredménye a populaciok kozotti erés differencialodas, ami
abban az esetben vezet egyértelmii szubrégios tagolédashoz, ha egy alrégion
beliil a populaciok kozott intenziv a migracié altali génaramlas. Ha a
génaramlas nem tudja ellensulyozni a differencialodast, akkor egy alrégion
beliil is nagy kiilonbségek lesznek a populaciok kozott, vagyis a variabilitas
nem fog foldrajzi mintazatot mutatni.

Arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy kisebb foldrajzi 1éptékben
az alcon- illetve a rebeli-tipusu populaciok, valamint hogy van-e a mintak
kozott  egyértelmi  szubrégios  differencialodas. Ezért az  észak-
magyarorszagi régiobol szarmaz6 mintdkat részletes analizisnek vetettem
ala.

Az alcon- és a rebeli-tipusi populaciok kozott kisebb foldrajzi
léptékben sem tudtam kimutatni faji szintl differencialodast. A statisztikai
analizisek eredményei azt is mutattak, hogy a Maculinea alcon-fajcsoport
populacioi kozott kisebb foldrajzi 1éptékben is viszonylag nagymértéki az
elkiiloniilés, ugyanakkor az alrégiok kozotti differencialodas egyértelmiien
kimutathaté volt néhany esetben: a Szatmari-siki és a matrai mintak
egyértelmiien elkiiloniiltek a masik harom, egymassal atfedésben levo
szubrégiod (Zempléni-hegység, Biikk hegység, Aggteleki-karszt) mintditol.
Ez utobbi alrégidkon beliil valosziniileg nem olyan erds a génaramlas, hogy
vilagos szubrégidés mintazat jojjon 1étre, illetve lehetséges, hogy a lokalis
adaptacio hasonlé genetikai struktirat eredményezett a harom, sok

tekintetben hasonlo alrégioban. Nem vethetjiik el azonban azt a feltételezést
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sem, hogy a szubrégiok genetikai strukturajaban mutatkozo hasonlosag

egyszertien véletlen események eredménye.

3.3. A genetikai variabilitas térbeli és iddbeli szerkezete a Maculinea
alcon-fajcsoport észak-magyarorszagi populacioiban

A tovéabbiakban sziikségesnek tartottam a Maculinea-populacidkban
haté genetikai sodrodas illetve szelekcid térbeli és id6beli dinamikajanak
részletesebb  feltdrasat. Vizsgalataim sordn egyrészt az  észak-
elhelyezkedd populacidiban, masrészt ugyanazon populacido kiilonb6zo
generacioinak mintaiban hasonlitottam 0ssze a genetikai differencialodas
szintjét. Azért ezt a két alrégiot valasztottam, mert az el6z6 vizsgalatok azt
mutattak, hogy a biikki és a zempléni szubrégiok mintdinak genetikai
Osszetétele részleges atfedésben van egymassal.

Az elkiiloniilés mértéke az egymdas kozelében elhelyezkedd
populaciok kozott a migracio altali génaramlds és a genetikai
differencialodas egyensulyatol fiigg. A populaciok kozotti differencialodast
azonban nemcsak sztochasztikus hatasok, hanem a diverzifikald szelekcid is
eléidézheti. A Maculinea alcon populacioi kozott magas szintil
differencialodast tapasztaltam, melynek kialakitdsaban mindkét hatasnak
szerepe lehet. Amennyiben a differencialodas elsédlegesen a sztochasztikus
hatasok, vagyis a specialis életciklusbol adodo, generacionként fellépd
ismétlodo palacknyak-hatas kovetkezménye, akkor azt varjuk, hogy mind a
populéacion beliil, a kiillonbdzo évekbdl (generaciokbol), mind pedig a
kiilonb6z6 populaciokbol szdrmazd mintdk kozott jelentds mértékli lesz a
differencialodas. Ha viszont a differencialodés elsédlegesen a diverzifikalod
szelekcid hatasara vezetheté vissza, vagyis a lokalis adaptacid

kovetkezményeként 1ép fel, akkor a kiilonb6z6 populaciok kozott jelentds,
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mig az egy populacié kiilonbozé generacidibol szarmazo mintak kozott
joval kisebb mértekii differencialodast varunk.

A Biikk-fennsiki  populacio  kivételével —mindkét —alrégio
populéacidiban a mintdk kozotti teljes differencidlodas jelentds hanyadat
tette ki a generaciok kozotti kiilonbség, azaz szamottevo volt a genetikai
differencialodas idébeli komponense. Ez arra utal, hogy a M. alcon vizsgalt
populacioi esetében a magas szintii differencialédas elsddlegesen nem a
diverzifikdld szelekcidra, hanem a specialis életciklusbol adodo
sztochasztikus hatasokra vezethetd vissza. Ezt a feltételezést az is
alatamasztja, hogy a differencialodas térbeli és idébeli komponenseinek
megoszlasa nem volt azonos a két alrégioban, de nem is varhatunk hasonlo

tér-id6 mintazatot, ha a jelenség hatterében a genetikai sodrodas all.

3.4. A genetikai variabilitas szintjének dsszehasonlitisa két ugyanazt a

tapnovényt hasznalo, de eltéré méretii populaciéban

Az eddigiekben t6bb szempontbol megvizsgaltam a drift
kovetkezményeit. A tovabbiakban azt elemeztem, hogy a fentieken
tulmenden befolyasolja-e a populacioméret a genetikai sodrodasnak a
polimorfizmus szintjére ¢és mintazatara kifejtett hatsat. Altalaban azt
varjuk, hogy a genetikai variabilitas a kis populaciokban alacsony, a nagy
populaciokban pedig magas szintli lesz. Megvizsgaltam, hogy teljesiil-e ez a
varakozas egy olyan faj esetében is, amelynek populaciéi egyébként is erds
drift hatdsnak vannak kitéve. Ezért kivalasztottam két kiilonb6z6 méretti M.
alcon-populaciot (Biikk-fennsiki kicsi és tohonya-volgyi nagy), melyekben
Osszehasonlitottam a  genetikai  variabilitds  mérészamait.  Ezzel
parhuzamosan tanulmanyoztam a polimorfizmus szintjének iddébeli

valtozasat is.
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Az eltéré nagysagu Biikk-fennsiki és tohonya-volgyi populacidoban a
polimorfizmus szintje egyarant mérsékeltnek bizonyult. Az eredmények azt
mutattak, hogy a lecsdkkent méretli Biikk-fennsiki populacié variabilitasa
alacsonyabb szintii, mint a relative nagyobb méretii, aktiv természetvédelmi
kezeléssel stabilizalt tohonya-volgyié. Ugy tinik tehat, hogy a M. alcon
obligat mirmekofil életmodjabol adodo erds sztochasztikus hatasok mellett
is kimutathaté a kis populaciokban fellépd drift hatas kovetkezménye.
Ugyanakkor a generaciok kozotti eltérések mértékét illetben nem tudtam
egyértelmii kiilonbséget kimutatni a két populacié kozott. Eredményeim
alapjan tehat elmondhatd, hogy a kis populaciokban fellépd intenziv
genetikai sodrodas hatdsat elsésorban a variabilitds szintjében fellépd

valtozas kapcsan figyeltem meg.

4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1. A Maculinea alcon-fajcsoport populacidiban mérsékelt szintii
polimorfizmust tapasztaltam, amely alacsonyabbnak bizonyult mas vizsgalt

boglarkalepke fajokhoz képest.

2. Az alcon- illetve a rebeli-tipustt populaciok kozott nem

mutatkozott faji szintii elkiiloniilés egyik statisztikai analizis soran sem.

3. A Maculinea alcon-fajcsoport populacioibol szarmazod mintak
nagymértékben elkiiloniilnek egymastél. A mintak kozotti  teljes
differencialodas egyik része az adott populacié egymast kdvetd generacioi
kozotti, mig masik része a kiilonb6zd populaciok kozotti kiilonbségekbol

adodott.

4. Nem tudtam egyértelmii trendet kimutatni a Karpat-medence nagy

foldrajzi régidinak a differencialodasat illetden. Ugyanakkor az észak-
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magyarorszagi régioban az alrégiok kozotti differencialodas egyértelmiien
kimutathaté volt néhany esetben: a Szatmari-siki és a matrai mintak
egyértelmiien elkiiloniiltek a masik harom, egymassal atfedésben levd

szubrégié (Zempléni-hegység, Biikk hegység, Aggteleki-karszt) mintaitol.

5. A mintdk kozotti teljes genetikai differencidlodas iddbeli
komponense jelentés mértékii volt mindkét vizsgalt szubrégioban. Ez arra
utal, hogy a M. alcon-populaciok kozotti differencialodas hatterében

elsdsorban a specifikus életmenetbdl adodd sztochasztikus hatasok allnak.

6. A lecsokkent méretli Biikk-fennsiki populacio variabilitasa
alacsonyabb szintli volt, mint a nagyobb egyedszamu és -stirliségli, aktiv
természetvédelmi kezeléssel stabilizalt tohonya-volgyié. Mindezek alapjan
megallapithatd, hogy a M. alcon obligat mirmekofil életmodjabol adodo
er6s sztochasztikus hatdsok mellett is kimutathaté a kis populaciokban

fellépo drift hatas kovetkezménye.
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1. INTRODUCTION

It is widely accepted that due to growing anthropogenic influences
natural habitats have become critically restricted and fragmented, which in
turn has resulted in declining and isolated populations of certain species.
These processes contributed to the dramatic increase of the number of
threatened plant and animal species. As a consequence, the results of
conservation biological research have become significant in practical nature
conservation. An important question in this field is what kind of
evolutionary effects are at work in threatened populations and how they
influence the level and structure of their genetic variation. Such surveys
have a great theoretical importance as well, since genetic diversity of
natural populations is the basis of adaptation to changing environmental
conditions determining their evolutionary potential.

Several of the threatened species are special indicators of habitat
changes. Maculinea butterflies of the family Lycaenidae are one of them
(Maculinea van Eecke, 1915), representing the requirements of other
species as they live in complex habitats. Owing to their special life cycle
they are in decline and endangered throughout Europe. Their caterpillars
feed on the seeds of specific food plants and then they develop in Myrmica
Latreille, 1804 ant nests in an obligate manner. As a consequence of this life
cycle their populations are exposed to the effects of genetic drift. In
addition, intraspecific and interspecific competition may occur during their
development in the capsule of the initial food plant and also in the ant nest
and thus they are subjected to selection.

As a result of habitat fragmentation and isolation a significant
declining tendency in Maculinea populations can be observed in Europe.

Conservational measures aiming to protect populations can only be
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developed and undertaken successfully when being aware of both
ecological and genetic processes affecting populations.

Traditionally, five Maculinea species are recognized in Europe:
Alcon Blue, Maculinea alcon ([Denis & Schiffermiiller], 1775); Mountain
Alcon Blue, Maculinea rebeli (Hirschke, 1904); Large Blue, Maculinea
arion (Linnaeus, 1758); Scarce Large Blue, Maculinea teleius (Bergstrasser,
1779); Dusky Large Blue, Maculinea nausithous (Bergstrdsser, 1779).
Since M. alcon and M. rebeli are only slightly differentiated
morphologically the traditional species distinction is mostly based on the
initial food plant and host ant differences between them. This situation
brings about taxonomic questions as well.

In my study, I have analysed the genetic structure of the Maculinea
alcon species group in the Carpathian Basin and tried to deduce the
microevolutionary processes giving rise to the observed genetic patterns. I
have also aimed at finding whether the results could support the traditional

taxonomic distinction of M. alcon and M. rebeli.

The most important questions concerning the four main parts of my theses:

(1) Is there any clear differentiation between the populations of the
Maculinea alcon species group using different initial food plant and host ant
species? Is it possible to detect any geographic pattern in the differentiation
among the populations of the Carpathian Basin?

(i) Can we reveal genetic differentiation between the alcon and
rebeli type populations at a smaller geographic scale? Can we find any

geographic pattern of genetic variation in Northern Hungary?
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(i) What is the distribution between the spatial and temporal
components of genetic differentiation in the populations using different
initial food plant and host ant species?

(iv) Can we detect any further effects of genetic drift on the genetic
composition of a small population in addition to those attributable to the

specific life cycle of Alcon Blues?

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Samples

Samples were collected from five large regions of Central Europe.
Altogether 50 samples were collected from 27 populations between 1999
and 2005.

2.2. Enzyme studies

Allozyme polymorphism was studied at 16 different loci by vertical
polyacrylamide gel electrophoresis (Acon, Acph, Aox, Est, Gdh, Gotl, Got2,
Gopdh, Gpdh, Hk, Idh, Mdh, Me, Pgi, Pgm, Sod).

2.3. Statistical analyses

Genotype and allele frequencies were calculated on the basis of
banding patterns. Measures of genetic variation (average number of alleles,
proportion of polymorphic loci, average observed heterozygosity, and
average number of multilocus genotypes) were calculated for each sample.

Genetic differentiation among the populations was first analysed by
Wright's F-statistics. In this analysis, the total genetic variation of the

samples (Fip) is partitioned into within (Fig) and between population
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components (Fsr). An exact test of population differentiation was conducted
to test for independence of the allelic composition of the populations.

The distribution of the total genetic variation at various levels of the
hierarchy was studied by AMOVA. In this analysis, the total genetic
variation is partitioned into various components: among groups (i.e. species
or geographic regions), among populations within the groups, among
samples originating from the same population and within samples.

UPGMA dendrograms were constructed on the basis of Cavalli-
Sforsa & Edwards arc distances.

In the last part of all studies, we carried out a principal component
analysis (PCA) using the allele frequency data of the samples to show the

size of overlap in their genetic composition in a reduced space of variables.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Genetic differentiation between the species and among the
geographic regions

The distinction between Maculinea alcon and M. rebeli is
traditionally based on their ecological characteristics (i.e. the initial food
plant and host ant species). Nonetheless, their morphological traits both on
the wings and on the genital appendages are often overlapping. Thus, one of
my aims was to investigate whether the genetic data support the separation
of the two species.

Maculinea species are greatly exposed to stochastic events owing to
their specific life cycle. As a consequence, we can expect the effect of
strong genetic drift in their populations, which results in intense
differentiation among them. The presence of geographic pattern in genetic

variation is basically determined by the interaction between genetic
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differentiation and gene flow. If migration is more intense among close
populations (i.e. within a geographic region) than among further ones (i.e.
among geographic regions) genetic variation will exhibit geographic
pattern. When genetic drift is strong it results in a high level of
differentiation among the populations, which cannot be completely
counterbalanced by gene flow. In this situation, the level of differentiation
will be high even among close populations and genetic variation will not
display geographic pattern. My aim, therefore, was to analyse the structure
of genetic differentiation among the populations of the Maculinea alcon
species group.

The Alcon Blues proved to be less polymorphic than other lycaenid
butterfly species studied. The statistical analyses could not confirm any
genetic differentiation between alcon and rebeli type populations. Similar
conclusion was drawn by Als et al. (2004) on the basis of mitochondrial and
nuclear DNA sequences and by Pech et al. (2004) using 91 morphological
and ecological characters. At the same time it is also obvious that the
samples of the Alcon Blue populations exhibited a high level of
differentiation. One portion of this between sample differentiation can be
explained by the differences among consecutive generations within a
population. The higher portion of differentiation was, however, observed
among the populations. Fluctuating bottle-neck in every generation may
lead to stochastic changes in allele frequencies, which can only partially be
counterbalanced by gene flow among the populations. Thus high level of
differentiation can be expected even within a geographic region. These
processes can account for the lack of evident trends in the differentiation

among the geographic regions in the Carpathian Basin.
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3.2. Food plant versus geographic differentiation among the Northern
Hungarian populations of the Maculinea alcon species group

Neither between the two species nor among the large regions of the
Carpathian Basin was any clear pattern detectable in the genetic
differentiation among the populations of the Maculinea alcon species group.
Therefore, I found it interesting to analyse the genetic data at a smaller
geographic scale.

Owing to the specific life cycle populations of Maculinea species are
exposed to stochastic events and consequently they are highly
differentiated. Nevertheless, gene flow might be intensive enough among
the local populations at a small geographic scale (i.e. within a subregion) to
balance genetic differentiation. In this way, it is possible that there is a more
or less expressed geographic pattern of genetic variation within a region of
the Carpathian Basin.

In this part of my work, I was interested in the structure of genetic
differentiation among the populations of the Maculinea alcon species group
in Northern Hungary.

The level of polymorphism in M. alcon populations proved to be
average in this region as well. There was no differentiation between the
alcon and rebeli type populations at a smaller geographic scale either. The
results of the statistical analyses also showed a high level of differentiation
among the samples of the Alcon Blue populations at a smaller geographic
scale. At the same time, a certain level of differentiation among the
subregions could also be observed, e.g. samples of Szatmari-lowlands and
Matra Mountains were clearly differentiated from the three other subregions
(Zempléni Mts., Biikk Mts., and Aggtelek Karst). The samples of these
latter subregions greatly overlapped with each other indicating that gene

flow within them were probably not as strong as to create a clear
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subregional pattern. But it is also possible that local adaptation resulted in a
comparable genetic structure in these three subregions, as they are fairly
similar to each other in many respects. Nevertheless, the assumption that the
similarity observed in the genetic structure of these subregions might be the

result of coincidence cannot be ignored either.

3.3. The spatial and temporal structure of genetic variation in the
Northern Hungarian populations of the Maculinea alcon species group

In the next part of my work, I wanted to study the fine structure of
genetic differentiation among the populations of the Maculinea alcon
species group. Accordingly, I analysed several samples collected in
consecutive years from two pairs of populations in the Biikkk Mts. and
Zempléni Mts. I chose these populations as the results of former analyses
suggested that the genetic composition of the populations of these two
subregions was partly overlapping.

The level of genetic differentiation between two populations depends
on the balance between migration and differentiation. Genetic
differentiation, however, can be the result of either stochastic effects or
diversifying selection. I found a high level of genetic differentiation even
among local populations of the Maculinea alcon species group, which can
be the consequence of either process. If genetic differentiation is the result
of stochastic events (i.e. repeated bottle necks in every generation) we
expect a similar level of genetic differentiation among samples originating
from consecutive generations of a population and among different
populations. If genetic differentiation, however, is the consequence of
diversifying selection (i.e. it is due to local adaptation) we expect higher
level of differentiation among local populations than among samples

collected in different generations from the same population.
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The results of the analyses indicated that except for the population of
Biikk-plateau, a significant part of the total differentiation among the
samples can be explained by the differences among the generations within
the populations in both subregions, i.e. the temporal component of genetic
variation was considerable. It suggests that the high level of differentiation
observed in M. alcon populations cannot be the consequence of diversifying
selection, but it is most probably attributable to stochastic effects resulting
from the life cycle of the species. This assumption is also supported by the
fact that the distribution of differentiation between the spatial and temporal
components is different in the two subregions. In any case, we are not to
find a similar spatial-temporal pattern if genetic drift is behind the

phenomenon.

3.4. Comparison of genetic variation between two Maculinea alcon
populations using the same food plant but having different population
size

So far I studied several aspects of the genetic consequences of drift.
In this part of my work, I aimed at analysing whether the effect of genetic
drift observed in small populations can be detected in Maculinea alcon
populations as well. In general, we expect lower level of genetic variation in
small populations compared to large ones. Thus, my goal was to study
whether this assumption is also fulfilled in a species basically exposed to
strong effect of genetic drift due to its specific life cycle. I have selected
two populations with different size (Biikk-plateau and Tohonya-valley
being small and large, respectively) where several samples were collected in
consecutive generations and compared various parameters of polymorphism
in them. At the same time, I also analysed the changes in the level of

genetic variation in time in both populations.
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The level of polymorphism turned out to be average in both
populations analysed. Genetic variation was clearly lower in the declining
Biikk-plateau population than that of the relatively larger and stable
Tohonya-valley population. In addition to the strong stochastic effects
resulting from the obligate myrmecophilous life cycle of M. alcon 1 was
able to detect the genetic consequences of small population size in the
Biikk-plateau population. At the same time, there was no evident difference
in the level of differentiation among the generations between the two
populations. Thus it can be concluded that the effect of intensive genetic
drift in small populations can primarily be detected in the level of genetic

variation.

4. NEW RESULTS AND CONCLUSIONS

1. Samples of the Maculinea alcon species group had an moderate
level of polymorphism, which proved to be much lower than reported in

other lycaenid butterfly species.

2. The genetic differentiation between the alcon and rebeli type

populations was not clear in any statistical analysis.

3. In general, the samples of the Alcon Blue populations exhibited a
high level of differentiation. This high differentiation was partly explained
by the differences among the samples collected in consecutive generations

of a population and partly by the variation among the populations.

4. There was a lack of evident geographic pattern in the
differentiation among the large regions of the Carpathian Basin. In the
Northern Hungarian region, however, a certain level of differentiation was

observed among the subregions: the samples of Szatmari-lowlands and
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Matra Mountains were clearly differentiated from the three other subregions

(Zempléni Mts., Biikk Mts., and Aggtelek Karst).

5. The temporal component accounted for a sizeable amount of the
total genetic differentiation in both subregions studied. This suggested that
the high level of genetic differentiation observed in M. alcon populations
was mostly due to stochastic events resulted from the specific life cycle of

the species.

6. The level of enzyme polymorphism was clearly lower in the small
and declining Biikk-plateau population than in the large and stable
Tohonya-valley one, indicating that the general effect of genetic drift
observed in small populations can be detected in addition to those resulting

from the life cycle of the species.
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