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Variabilitas és differencidlédasMelitaea (subg. Mellicta) fajok (Lepidoptera: Nymphalidae,
Nymphalinae) Karpat-medencei populacidiban

1. BEVEZETES

Az utObbi évtizedekben egyre intenzivebben jelesdtkantropogén
hatasok a természetes életterek tiddEsét, feldarabol6dasat,
degradacidjat, bizonyos fajok népességeinek eggetszstkkenését, a
populaciok fragmentalédasat és izolacidjat eredmé@k. Ezek a
folyamatok nagymeértékben hozzajarultak a veszédyettt novény- és
allatfajok szamanak drasztikus novekedéséhez. Embdektkeztében a
gyakorlati természetvédelem szamara kiemdlkmientsédivé valtak a
konzervacibbioldgiai kutatasok, melyek egyik fontaszteriilete annak
vizsgalata, hogy az egyes fajok populacidéiban milyevolicios efk
hatnak, és ezek milyen moédon befolyasoljak a papdita genetikai

struktarajat, a variabilitas meértékét illetve ansakrkezetét.

A nappali lepkék (Lepidoptera: Papilionoidea) agfrentalt éhelyek
érzékeny indikatorainak bizonyultak. Metapopuldciéfennmaradasa
szempontjabol az éhely minssége és izolacidjanak foka igen fontos
ténye®d. Ebl a szempontbdl kilondsen érzékenyek azok a leuitefa
melyek az r-K kontinuum r-hez kozelebbi végéen taédk. Az 6
populacidikban ugyanis a sztochasztikus eseméidyekdkadd karos
hatasok egy déstény csaknem 0Osszes utddat egyszerre érintikggs i
ezekben a populaciokban a véletlen hatasok dsbeinek. Minthogy a
kilonbo jelenségek hatterében allé okok ismerete nélkkilesetben nem
lehet a megfelél természetvédelmi intézkedést végrehajtani, a
konzervacibébiologidban a tudomanyos megalapozottsatapved

fontossagl. Eppen ezért természetvédelmi szemgoeltrigedhetetlen a
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demografiai és 0Okoldgiai vizsgélatok mellett a diwae és fenotipusos

variancia elemzése is.

A Melitaea genus Mellicta subgenuséba tartozé tarkalepke fajok
természetvédelmi szempontbdl eurdpai jélsédiiek, ugyanis populacioik
a kontinens egyes részein hanyatléak vagy ritkakMélitaea aurelia
Nickerl, 1840 (recés tarkalepke) édalitaeca britomartisAssmann, 1847
(barna tarkalepke) szamos orszagban veszélyekeatettan nyilvantartva
(Van Swaay és Warren 1999; Van Swaay és mtsai.)2@0elitaca
athalia (Rottemburg, 1775) (k6zonséges tarkalepke) pediglidban a
konzervaciobioldgia egyik kozponti lepkefajakéntmést. Emellett a
Mellicta subgenus még taxondmiai szempontbdl is viszonklagyolult
csoportnak tekinthét

A tarkalepkék (Lepidoptera: Melitaea) tekintettel arra, hogy még a
rovarokhoz képest is magas s#inpolimorfizmussal jellemezhét az
enzimlokuszokon- kuléntésen alkalmasak a populaciostruktira részlete
vizsgalatara, ugyanakkor morfometriai variabilitésa jelents mérték.
Ezért aM. athalia fenoldgiai alakjainak elemzése sordn ennek a két
mdbdszernek a kombinalasat taldltam a legmediaielek a variancia

szerkezetének, valamint a differencialédas mingamdt az elemzésére.
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Dolgozatom négyd& témakdorének legfontosabb kérdései:

(i) Hany genetikailag differencialodott evollciosgatents egységet
lehet elkiloniteni Mellicta subgenuson belll a Karpat-medencében?
(i) Milyen trendek figyelhetk meg aM. athalia Karpat-medencei

populacidiban a genetikai ill. morfometriai diffe@alodas tekintetében,

tovabba ezeknek mi lehet a hattere?

(i) Milyen a genetikai ill. fenotipusos variatliis mértéke #ellicta
subgenuson belil a Karpat-medencében, kulonostédldhaM. athalia

populaciokra?

(iv) Milyen kapcsolat figyelhét meg a gentikai és a fenotipusos

variabilitas szintje és a strukturaja kozéNaathaliapopuléaciékban?

2. ANYAGOK ES MODSZEREK
2.1. Mintak

Vizsgélataimhoz a Karpat-medence 6 régiojanak 1#jtgyelyésl
szdrmaz6 22 mintat hasznaltam fel, melyek 1999 089 X06z6tt lettek

begyijtve.
2.2. Enzimpolimorfizmus vizsgéalatok

Poliakrilamid gélelektroforézis segitségével 156killoz enzimlokuszt
vizsgaltam megGot, G6pdh aGpdh Hk, Idh, Mdh, Me, 6Pgdh Pgi, Pgm
Sod1 Sod2, AcopAox Es.
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Az elektroforézis a toltéssel rendelkeanolekuldknak elektromos
ertérben valé elmozdulasan alapuld elvélasztasi tkahAz eljaras soran
a kulonbod méreti és toltég fehérjek vandorlasi sebességuk alapjan
kdlénulnek el. A gélelektroforézist koven a vizsgalt lokuszok Altal
meghatarozott allélikus enzimvaltozatok specifikwdjarasok révén
megfesthdik, igy a géntermékek kozvetlenll vizsgalhatok. NMiaz
alloenzimek kodominans ordidést mutatnak, az enzimmintazat alapjan
meg lehet hatarozni a populécidk genotipus- éfgghi&korisagait. Ezeknek
az ismeretében a variabiliths mértékét jellémparaméterek (lokuszonkeénti
atlagos allélszdm, polimorf lokuszok ardnya, atagbeterozigota
gyakorisag) kiszamithatok, masrészt kulortbéstatisztikai mddszerek
megfeleb alkalmazasaval a differencidlodas mértékét és raahilitas

szerkezetét is elemezhetjik.
2.3. Morfometriai vizsgéalatok

A morfolégiai szinti variabilitast és differencialédast hagyomanyos
morfometria segitségével vizsgaltariMaathalialepkeszarnyakon és a him
ivarszerveken. A szarnyakon 12, mig az ivarszenvelke jelleget mértem

le.
2.4. Statisztikai analizisek
2.4.1. Enzimpolimorfizmus

A medfigyelt enzimmintazatok alapjan azonositottamn egyedek
genotipusat, majd Ilokuszonként és populacidnkénnotipus- és

allélgyakorisdgokat szamoltam. Ezeket a gyakoriéégkeket felhasznalva
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a variabiliths mértékének megallapitasa érdekébdst éépésben
meghataroztam a polimorfizmus mutatoit: atlagosélsgm (r), polimorf
lokuszok aradnya (P) és atlagos heterozigéta gys&gri(H). Annak
érdekében, hogy még részletesebb képet kapjakiabilidas mértékéi,
meghataroztam az egyes fajokra vonatkoztatott b&kszamot, valamint a

kilénb6z gyakorisagu allélok megoszlasat.

Els6 l|épésben a genetikai variancia szerkezetét st
segitségével elemeztem, melynek sordn meghataroatapopulaciok

kozotti varianciakomponenst jellethfixacios indexet (Ey).

A populaciok differencidlodasdnak megallapitasdshde-féle egzakt

tesztet végeztem.

Molekularis varianciaanalizis (AMOVA) segitségéuatgvizsgaltam a
teljes genetikai variancia megoszlasat a hierarkbiénbd® szintjein. A
hierarchia szinteket az egyes vizsgéalatok ogtkiseinek megfeléén

allapitottam meg.

Az allélfrekvencia adatok alapjan a populaciok kb@Zavalli-Sforza és
Edwards hartavolsagokat szamoltam ki, majd a tégigtrix alapjan
UPGMA dendrogramot szerkesztettem. A fa minden agdagara un.

bootstrapértékeket kalkulaltam (1000 ismétléssel).
A populéciok allélgyakorisagai alapjatkbmponens analizist (PCA)
végeztem, hogy megvizsgaljam, milyen mértékbenniilliek el az egyes

populaciok a valtozék redukalt terében.
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A populacidk genetikai struktarajat az un. Bayds-féierarchikus
klaszterezési modszerrel is analizaltam. Enneks&ggvel meghatéroztam
a genetikai klaszterek legvaldsiiln szaméat (K) a mintdkban és

megéallapitottam a megoszlasukat az egyedekben.
2.4.2. Morfometria

A populacidk fenotipusos variabilitasdnak a méitékd evene-féle
valtozék segitségével elemeztem. A teszt soranpal@cok Levene-féle
valtozéinak &tlagat hasonlitottam 6ssze  hierarchiktANOVA

alkalmazasaval.

A teljes fenotipusos variancia megoszlasat hieilaussh ANOVA
segitségével elemeztem minden vizsgalt jelleg beaté A totélis
fenotipusos varianciat a hierarchia szinteknek elefen komponensekre
bontottam, melyeket az egyes vizsgélatok cé&tiéisei alapjan allapitottam

meg. Parhuzamos analizaltam a szarnyak, és azévaek jellegeit.

A populaciodk jellegéatlagait felhasznalvskbmponens analizist (PCA)

a populaciok elkulonulését vizsgaltam meg egy rattdkktortérben.

Véglul a mérési alapadatokat felhasznalva diszkamira analizis
segitségével megallapitottam a kulonb&empontok alapjan kialakitott
populéciécsoportok (foldrajzi régiok és zonék, waila fenoldgiai alakok)
elkilonilésének a mértékét. A tobbi elemzéshez éaan, a
diszkriminancia analizist is parhuzamosan végeztesrarny és a genitalia

adatokra.
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2.4.3. Enzimpolimorfizmus és morfometria

A genetikai valamint morfometriai eredményeket é&sinalva
O0sszehasonlitottam 8. athalia populacidkban tapasztalt morfolégiai
(szarny és ivarszerv) és genetikai (enzimpolimaortig) variabilitas
mértékét és szerkezetét. A genetikai és fenotipusaltozatossag
mértékének vizsgalata soran kulénthgelleg/marker parokat alakitottam
ki, és a kozottuk |&v Osszefiiggések vizsgalatara Spearman-féle

rangkorrelaciot hajtottam végre.

Masodik Iépésben a genetikai, valamint fenotipudifferencialédas
kozott kerestem parhuzamot. A genetikai differdiddast az
allélfrekvencia adatok alapjan kiszamolt Caval2h és Edwards
hartavolsagokkal, a morfometriai differencialodgstdig a kanonikus
valtozok  atlagainak  euklideszi  tavolsagaval jelletemn. A

tavolsagmatrixokat felhasznalva Mantel tesztetoti@jn végre.

3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1. A genetikai differencidlodds mintdzata, evollciésan
szignifikdns és  konzervaciobiolégiai egységek aMeéllicta
subgenuson belll

A vizsgélt hdromMelitaeafaj enzimpolimorfizmus vizsgalata soran

hadrom Evoluciésan Szignifikans Egységet (ESU-t)Okitbttem el a

Mellicta subgenuson belll a harom fajnak megtelal Az eredményeim
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alapjan aM. britomartis és aM. aurelia kézelebbi, mig aV. athalia
tavolabbi rokonnak bizonyultak. Ez ellentmond Wahth és mtsai.
eredményeinek, mivel &vizsgalataikban 8. athaliaés aM. britomartis
bizonyult kdzeli rokonnak. Ugyanakkor azt meg Ketlyezni, hogy a két
vizsgalat modszere alapgen kilénbodé volt (markerek tipusa, mintak
szama és eredete, stb.).M\ athalia két fenoldgiai tipusa kozott egyik
analizis soran sem mutatkozott kilonbség, azaz rteRinthebtk
genetikailag  differencialédott  csoportoknak.  Minelkez alapjan
val@szirisithet, hogy az egy illetve két generacidé megjelenésdagigy
fenotipusos plaszticitdsnak tekintfietvagyis az elkulondlés dielybel
sajatossagokon alapszik. Az analizisek eredménykiahalia populaciok
nagymeértélt genetikai differencidlodasat mutattak, igy tovakérdések

merultek fel a faj genetikai strukturajat iben.

3.2. Genetikai és morfometriai differencialoddas a M. athalia

Kéarpat-medencei populaciéiban

A M. athalia genetikai valamint morfometriai adatainak parhuasm
elemzése soran fényt deritettem a populaciok eiffeélodasanak
mintdzatdra. Minden genetikai analizisben kimutatt@a populaciok
regionalis differencialédasat. Ugyanakkor a gemetiladatok alapjan
megéallapitottam, hogy a régiok ket jol elkulonithesoportot alkottak a
keleti-, ill. nyugati Karpat-medencének megféé. A M. athalia két
fenologiai tipusa kozott nem mutatkozott genetiliffierencialédas egyik
analizisben sem. A fenotipusos differencialodasgéiata soran szintén a

populaciok regionalis differencialédasat tapasatalimind a szarny mind
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pedig a himivarszerv jellegeinél. A szarnyjellegedetében a régidk csak
részlegesen kuloniltek el a keleti-, ill. nyugatiargat-medencének
megfeleben. Az ivarszerv jellegei esetében azonban ilyentamat nem
volt megfigyelheb. Eredményeim azt tikrdzik tehat, hogy a genetiisaa
morfometriai vizsgalatok eredményei részben hastnldgyanis mindkét
esetben kimutathaté volt a populaciok regiondlféetincialéddsa. Ez a
mintazat azonban az enzimpolimorfizmus  vizsgalatokoran
bonyolultabbnak bizonyult, mivel ebben az esetbeagidkra raépult egy
magasabb hierarchia szint is, amelyben a foldnagiok a keleti-, ill
nyugati Karpat-medencének megfébrt csoportosithatok. Bar a
mintavételi stratégiabol adéddéan nem zérhaté kemetikai klin megléte,
azonban az eredmények sokkabsebben tamasztjdk ala a keleti-, ill.

nyugati Karpat-medence populécidinak elkilonilését.

3.3. A genetikai és a fenotipusos variabilitds szintje aVellicta

subgenus fajainak Karpat-medencei populécidiban

A genetikai variabilitdst megvizsgalva Mellicta subgenuson bell
mindharom faj populacidiban magas skintenzimpolimorfizmust
tapasztaltam. A vizsgalt 15 enzimlokusz kdzil mieddelkezett alternativ
allélokkal, $t a legtobb igen polimorfnak bizonyult. Bar a pabirffizmus
mutatéi mindharom faj esetében magasnak mutatkoataarom faj kdzal

M. athaliavolt a legvariabilisabb.

Mivel a Melitaeafajok az r-K kontinuum r-hez kdzelebbi végén

helyezkednek el, populacidikat jeléatmértékben érintik a sztochasztikus
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hatasok. Igy intenziv drift hatas varhaté melyngietkezményeként a
populaciok variabilithsat alacsony s#inék varnank. A dolgozatom
eredményei ezzel ellentétben magas #zintariabilitast mutattak
mindharom faj esetében, tehat nem a diiftt ta variabilitds szintjét
befolyasold elddleges ténydmnek. Két tovabbi lehetséges ténydmtasat
elemeztem (altalanos okoldgiai jellethzeltérései, kilonos tekintettel a
tApndvény hasznositas spektrumanak nagysagaragakizpopulaciok
helyzete a faj aredjan belil) oly médon, hogyMedllicta faj variabilitasét
a Melitaeini tribusz 4 tovabbi fajanalEphydryas maturnak. aurinia
Melitaea phoebe és M. ornatg enzimpolimorfizmus adataival
hasonlitottam 6ssze. Az eredmények azt mutattafy lovizsgalt fajok
variabilitasdanak mintazatat a centralis—marginlisotézis magyarazza

meg a legteljesebben.

A morfolégiai jellegek valtozatossaga sok vizsdddat tikrozte a
genetikai variabilitds szintjét és szerkezetét. Igjgg modon a Levene-
valtozok szazalékos értékei azt sugalltdk, hogyivazszerveken meért
jellegek variabilitAsa magasabb, mint a szarnyelk&. Ez az eredmény
varatlan, hiszen a szarnyak koztudottan ki vanr@ake ta kornyezeti
tényedk hatasainak, mig az ivarszervek morfologidja Fedtéen sokkal

jobban behatarolt.

A M. athalia fenotipusos variabilitaisanak vizsgélata soranléankidz
analizisek arra vilagitottak ra, hogy sem a szaseym pedig az ivarszerv
jellegek variabilitAsaban nincs egyértéimszignifikans kuldnbség a

fenotipusos variancia mértékében a hierarchi@ fmtjén. Ugyanakkor a

11



Variabilitas és differencidlédasMelitaea (subg. Mellicta) fajok (Lepidoptera: Nymphalidae,
Nymphalinae) Karpat-medencei populacidiban

két jellegcsoport esetében ellentétes tendenqi@sthaltam a variabilitas
mértékében a Karpat-medence keleti, illetve nyugatiletének populécioi
kozott. Mig a szarnyakon mért jellegek variancig@rhuzamos
tendenciakat mutat a genetikai varianciaval, addig ivarszervek

jellegeinél ellentétes trend volt megfigyelfiet

3.4. A genetikai és fenotipusos variabilitas szintje éstrukturaja

kozotti korrelacio a M. athalia populacidiban

A genetikai és a fenotipusos variabilitas szintfizditi korrelacios
vizsgalat eredményei élsnegkdzelitésben azt mutattak, hogy a genetikai
és morfoldgiai variabilitas kdzott nincs szoros ésglat sem a szarnyak,
sem pedig az ivarszerv jellegeit tekintve. A résdebb elemzés azonban
arra vilagitott ra, hogy a szarnyjellegek két timek (méret+alak és
mintazat) variabilitasa kozott nincs korrelacidy kgt a két jellegcsoportot
kilon kezelve a vizsgélati eredmények azt tikrgztédgy a kevésbé
variabilis szarnyméret és alak jobban jelzi a g&aetvariabilitds szintjét,
mint a szarny mintdzata, mebyr szamotte$ mértéki plaszticitast
tételezhetlink fel. Az a tény, hogy a méretet ésoalmeghatarozé jellegek
fenotipusos varianciaja alacsonyabb szimint a mintazatot jellenéké,
valamint hogy a szarnymeéret variancidja szignifék&orreldcioban van az
enzimpolimorfizmus mértékével azt sugallja, hogglerk a jellegeknek a

fenotipusos variancigjat nagyrészt genetikai falktdratarozzak meg.

A genetikai és a fenotipusos differencialédas rkénék

Osszehasonlitasa soran végzett Mantel teszt ergeimgrt mutattak, hogy
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a szarny jellegeit tekintve szoros korrelacio vatiferencialédas ezen két
szinte kozott. Ugyanakkor érdekes, hogy a varidsil szintjéhez
hasonléan a differencialédas mértékében sem taghasat korrelaciot a
genitdlia jellegei és az enzimpolimorfizmus kdzoRaadasul a két
morfometriai jellegcsoport (szarny-, és genitadibejgek) differencidlédasa
sem korrelalt egymassal. A korrelacié hianya artal, uhogy eltés
kornyezeti tényaik hatnak a két morfoldgiai jellegcsoport fenotipaiso

variancigjara.

4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1. A vizsgalt haronMelitaeafaj enzimpolimorfizmus vizsgalata soran
harom Evollcidsan Szignifikans Egységet (ESU-t)Okiikttem el a
Mellicta subgenuson belil a harom fajnak megtelel A M. athalia két
fenologiai tipusa kozo6tt nem volt kimutathaté kiuiéég, azaz nem
tekinthebk genetikailag ©nallé csoportnak. UgyanakkorMa athalia

populaciok genetikailag nagymértékben differencitdé.

2. A M. athaliapopulaciok genetikai valamint morfometriai vizsgala
populéacidk regionalis differencidlodasara vilagékt ra. A genetikai
struktira azonban Osszetettebbnek bizonyult, méveébldrajzi régiok a
Kérpat-medence keleti-, illetve nyugati zongjanak egfeleben

csoportosithatdk voltak.

3. A Mellicta subgenuson belll megvizsgalt hdrom faj esetébagasna

szinti enzimpolimorfizmust tapasztaltam. Mas Melitaeigjokkal tortéwl
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O0sszehasonlitdsban a jelenség magyarazatara aalisentarginalis

hipotézist taldltam a legteljesebbnek.

4. A M. athalia esetében sem a szarny, sem pedig az ivarszezygekll
variabilitasdban nem volt kimutathaté egyértiglsreignifikans kildnbség a
fenotipusos variancia mértékében a hierarchia feigntjén (keleti,- ill.

nyugati Karpat —-medence/fenolégiai alakok).

5 A szarnyméret és alak varianciaja szignifikangddédcibban van az
enzimpolimorfizmus mértékével, ami azt sugallja,ghoezeknek a
jellegeknek a fenotipusos variancidjat nagyrészhetjeai faktorok

hatarozzak meg.

6. A genetikai és a fenotipusos differencialédas rtékének
0sszehasonlitasa soran a szarny jellegeit tekisrweos korrelacio van a

differencialédas ezen két szintje kozott.

7. A genitalia jellegei és az enzimpolimorfizmus z&ti sem a
variabilitds szintjében, sem pedig a differencidkdmeértékében nem
tapasztaltam korrelaciét. Rdadasul a két morfomigeilegcsoport (szarny-
és genitéliajellegek) differencidlédasa sem kolrelagyméassal. A
korrelacio hianya arra utal, hogy eliékdrnyezeti ténygik hatnak a két

morfoldgiai jellegcsoport fenotipusos variancigjara
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1. INTRODUCTION

It is widely accepted that due to growing anthragog influences
natural habitats have become critically restridad fragmented, which in
turn has resulted in declining and isolated poputat of certain species.
These processes contribute to the dramatic increasdie number of
threatened plant and animal species. As a conseguemsults of
conservation biological research have become sigmif in practical nature
conservation. An important question in this field what kind of
evolutionary effects are at work in threatened peajmns and how they

influence the level and structure of their genegidation.

Butterfly species have long been considered astsenmdicators of
fragmented habitats. The quality and isolation asfdscape is a critical
factor for maintenance of metapopulations. Thosecisg are especially
vulnerable that are at the r end of the r-K contmuTheir populations are
greatly exposed to stochastic events, since abdfig of a female might
be affected by various environmental factors. Duwe this special
reproductive strategy genetic drift is likely tovieaa large effect on the
genetic composition of their populationd/hen conservation practice
lacks any background information on these proceasesgffective
strategy can be developed because scientific mslly important
in conservation biology. For this reason besideveys of
demographyand ecology investigation of genetic and morphoimetr

variation is also necessary.
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Species of théVellicta subgenus are of obviously great conservation
concern in EuropeM. aureliaNickerl, 1840 andV. britomartis Assmann,
1847 are listed as vulnerable or declining in saiveountries of Europe,
Heath Fritillary, M. athalia (Rottemburg, 1775) is a priority species of
butterfly conservation in England. Moreover specids the Mellicta

subgenus are often taxonomically difficult.

Melitaeaspecies have high enzyme polymorphism (even campéo
other insects), thus they are particularly suitaiiganisms to investigate
population structure in detail. Moreover their ntosmetric variability is
also significant. For this reason studying the weootypes ofM. athalia
these two methods seemed to be the most approfwiatealyse the level of

variation and the pattern of differentiation.

The most important questions concerning the foumnparts of my
thesis:

(i) How many genetically differentiated EvolutiogaBignificant Units

can be estimated in the Carpathian basin, conegléiese three species?

(i) What trends can be detected M. athalia populations in the
Carpathian Basin regarding genetic and morphomaetiiterentiation?

What can be the background of this pattern?

(i) What is the level of genetic and phenotypiariation in the
Mellicta subgenus in the Carpathian Basin particularlyMn athalia

populations?
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(iv) What is the relationship betweethie level of genetic and

phenotypic variation and differentiatianM. athalia?

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Samples

Samples were collected from six geographic regibthe Carpathian
Basin. Altogether 22 samples were collected fronpdfulations between
1999 and 2009.

2.2. Enzyme studies

Allozyme polymorphism was studied at 15 differeatilby vertical
polyacrylamide gel electrophores{sdt, G6pdh aGpdh Hk, Idh, Mdh, Me,
6Pgdh Pgi, Pgm Sod1 Sod2, AconAox Es.

2.3. Morphometric studies

Phenotypic variation was analysed by traditionatghometry on the

wing and external genitalia of the male athalia individuals. In total 12

characters on the wing and 11 on the external genitvere examined.
2.4. Statistical analyses
2.4.1. Enzyme polymorphism

Genotype and allele frequencies were calculatedthen basis of
banding patterns. Measures of genetic variatiorréae number of alleles,
proportion of polymorphic loci, average observedehezygosity) were

calculated for each sample. In order to get a ndetailed picture on the
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level of variation we calculated the number of camnand unique alleles

and the distribution of alleles with different fremncies for all species.

Genetic differentiation among the populations west finalysed by F-
statistics. In this analysis, the between poputatomponent (&) of the

total genetic variation was calculated.

An exact test of population differentiation was doated to test for

independence of the allelic composition of the pafions.

Distribution of the total genetic variation at \ars levels of the
hierarchy was studied by AMOVA. In this analysi distribution of total
genetic variation was investigated at differenels\of the hierarchy which

were set according to the aims.

UPGMA dendrogram was constructed on the basis vhli<5forza &
Edwards chord distances. Bootstrap values wereuleddd from 1000

replicates.

Principal component analysis (PCA) was also carpetl using the
allele frequencies of the samples to show thedinverlap in their genetic

composition in a reduced space of variables.

Finally the genetic structure was studied by Baymesiustering
method where we could estimate the most probabigbeu of genetically

differentiated groups (K) and assign the individual these groups.

18



Variability and differentiation in Melitaea specigspidoptera: Nyphalidae) in the Carpathian Basin

2.4.2. Morphometric study

The phenotypic variation of the samples was charsetd by the mean
values of Leven’s variables. The population avesagethese variables

were compared using hierarchical ANOVA.

Distribution of the total phenotypic variation atrious levels of the
hierarchy was studied by hierarchical ANOVAIl characters were
analysed separately and then the percentages weragad over the
wing and genital characters independently. this analysis, the

distribution of total phenotypic variation was istigated at different levels

of the hierarchy which were set according to timesai

Two series of principal component analyBIE€A were carried out

using the sample averages of the characters.

Discriminant analysis was computed to determine thest
probable sample the individuals belonged to. Thslysis was
carried out in three series where populations weoeped into (i) 6
geographic regions; (ii) two ecotypes; (iii) thesEar West zones of
the Carpathian Basin. All analyses were computegbarallel for
wing and genital characters.
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2.4.3. Enzyme polymorphism and morphometry

Based on the genetic and morphometric data fiestidkiel of genetic
and phenotypic variation was compared hMh athalia populations.
Spearman rank correlarion was carried out usirfgreift trait and marker

pairs.

In the second step, the structure of variation e@®pared between
allozyme and morphometric data. Genetic and morhdm distances
were used to estimate the relationships betweentrdiemarker pairs
regarding the level of differentiation. Cavalli-8&a and Edwards chord
distances were calculated on the basis of alleguigncy data of the
samples. Euclidean distances among the averagaicahwariables were
computed and used as morphometric distanCexrelations between
genetic and morphometric distance matrices werenmattd by

Mantel test.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Evolutionary Significant Units and Conservation Unts in the

Mellicta subgenus

Three distinct Evolutionary Significant Units (EQU&ere detected
within the Mellicta subgenus in the Carpathian Basin correspondirigeto
three species. The results revealed thabritomartisandM. aureliaseem
to be closely related, whilgl. athalia appears to be a further relative. This

result contradicts to those of Wahlberg and his ar&ers’.
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In their tree M. athaliaandM. britomartiswere closely related, whilel.
aurelia occurred in a neighbouring branch with other sealaspecies.
Nevertheless, it is important to note that the méshof the two studies
were greatly different considering the markers, gas) etc. None of my
results supported the differentiation between te tcotypes ofM.
athalia, that is, they cannot be considered as genetisalbparated groups.
The apparent difference in the life cycle betwdss mono- and bivoltine
ecotypes is probably the consequence of the higmgikipic plasticity of
the species and it is probably the consequencalifdt quality. The results
also indicated thaltl. athalia populations were highly differentiated from

each other.

3.2. Patterns of genetic and morphometric differentiation in

Melitaea athalia in the Carpathian Basin

When analysing enzyme polymorphism and morphomeddta in
parallel | was able to describe the pattern of genand phenotypic
differentiation inM. athalia All genetic analyses suggested a clear regional
pattern of differentiation. Moreover, the regiorauld be sorted into two
groups representing the East and West parts o€#npathian Basin. The
two ecotypes ofM. athalia were not separated in these analyses either
implying that there are no genetic differences eefwthem. The outcome
of the morphometric studies of wings and genitgbos showed a regional
pattern of phenotypic differentiation as well. Ciolesing wing characters,
the separation between the East and West geogranies of the

Carpathian Basin was less clear than in the stiignzoyme polymorphism.
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This West-East separation, however, was not deteictehe characters
measured on the genital structures. Accordinglg, rigsults of my work
indicated that the structure of genetic and phegiotyariation exhibited
certain similarities irM. athalia, as regional pattern of differentiation was
detected for both types of variation. The geograptettern, however,
proved to be more complex in the genetic analysdbearegions composed
two clear groups corresponding to the East and \¢esgraphic zones of
the Carpathian Basin. Considering our samplingesisathe presence of a
genetic cline cannot be completely ruled out. Néhedess, the results

support the West-East separation of the populatiwo® strongly.

3.3. Level of genetic and morphometric variation in thespecies of

Mellicta subgenus in the Carpathian Basin

Analysing the level of genetic variation in thMellicta subgenus, high
enzyme polymorphism was found in all three spechds.studied 15
enzyme loci had alternative alleles; moreover najsthem were highly
polymorphic. The classidcal parameters of genedigation were high in
all three species, but tiv. athaliaseemed to be the most divers.

SinceMelitaea species take place at the r side of the r-K cootm,
stochastic events affect their populations to atgextent. Thus, genetic
drift was expected resulting in low level of vaildp within their
populations. As opposed to my expectations the lteedndicated an
extremely high level of enzyme polymorphism. Loakirfor the
explanation of this high variation the effect ofotfurther possible factors
was considered: (i) general ecology of the speesgcially the range of
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host plant utilization; (ii) the site of the studipopulations relative to the
distribution area of the species. Moreover, theetiendata of the three
Mellicta species were compared to those of four other epecf the
Melitaeini tribus Euphydryas maturnak. aurinia Melitaea phoebend
M. ornatg. The results showed that the pattern of genetiation in the

seven species was best explained by the centrgimahihypothesis.

In the analysis of phenotypic variation first wenquared the different
morphometric characters. Surprisingly, the Leveagables expressed as
percentages of trait averages suggested that thetion of characters of
external genitalia were higher than those of thegwraits. This result was
unexpected, as it is generally known that wingtdérare more affected by
environmental factors, while the morphology of emé genitalia is more

determined by genetic factors.

In many surveys, the genetic structure of poputativas reflected in
the variability of morphological characters. Thuse contrasted the
phenotypic and genetic variation in tiv athalia populations studied.
Both types of variation exhibited a geographicerattthat is a more or less
expressed regional differentiation was observethénanalysis of enzyme
polymorphism and morphometric traits of the wingsl &xternal genitalia
as well. Few significant differences were foundhia phenotypic variation
of the characters of the wings and genitalia betvmatiner the two ecotypes
or the two zones of the Carpathian Basin. Nevezi®el tendency was
found for higher variation in the populations ofetltast zone of the
Carpathian Basin for several traits of the winghisTtendency was in

accordance with that observed for enzyme polymsmhin contrast, the
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traits of the genital organs showed an oppositddecy; i.e. populations of
the West zone of the Carpathian Basin seemed tmdre variable than

those of the East one.

3.4. Correlations between genetic and phenotypic variatn and

differentiation in M. athalia

Testing the correlation between the level of phgpiot and genetic
variation at first | did not detect significant agbnship between them
neither for the traits of external genitalia nor tbe wing characters. In a
more detailed analysis, however, | found that the types of wing traits
(size+shape and pattern) are not correlated with ether. Accordingly, |
handled the two types of wing characters separatedyl further analyses.
The results of these new analyses indicated théatien in the size and
shape of the wings which are less variable and leflsenced by
environmental factors is significantly correlated the level of enzyme
polymorphism. That is, phenotypic variation of theharacters is a better
indicator of genetic variation than that of wingtpan which is assumed to
be more plastic. These results suggested that hbaopypic variance of
size and shape of wings was mainly determined byetiye factors.
Nevertheless, the level of morphometric variatibrihe traits of genitalia
was not correlated either to the amount of enzyotgnporphism or to that

of phenotypic variation in the size and shape efitings.

| have used a series of Mantel tests to compar&etie of genetic and
morphometric differentiation among thé athaliapopulations. The results

indicated a relatively strong correlation betweaenotypic differentiation
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estimated on the basis of the size and shape ¢besanf the wings and
genetic differentiation characterised by enzyme ymokphism. No
correlation was found, however, between the level genetic and
phenotypic differentiation when the traits of exi@rgenitalia were used in
the analyses. Moreover, phenotypic differentiati@s not correlated either
between the two types of morfometric traits. Theklaf correlation
between wing traits and those of the genitalia iegplthat different

environmental factors influence them.

4. NEW RESULTS AND CONCLUSION

1. Three distinct Evolutionary Significant Units§8s) were detected
within the Mellicta subgenus in the Carpathian Basin correspondirigeto
three species. No differentiation was detected éetnthe two ecotypes of
M. athalia that is, they cannot be considered as geneticafyarated
groups.At the same timévl. athalia populations were highly differentiated

from each other.

2. Parallel analyses of genetic and morphometriatian suggested a
clear regional differentiation betwedyl athalia populations. Moreover
regional pattern seemed to be more complex gefigticas regions
composed two geographic zones corresponding t&ase and West parts

of the Carpathian Basin.

3. Analysing the level of genetic variation in tkellicta subgenus, high

enzyme polymorphism was found in all three spedieg€omparison with
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other species of the Melitaeini tribus, the centnakginal hypothesis

seemed to be the best explanation of it.

4. No clear differences were observed in the leMeimorphometric
variation either for the wing characters or for iggntraits on the highest

level of the hierarchy (East and West CarpathiasirBacotypes).

5. Phenotypic variation of the size and shape @fiings is significantly
correlated to the level of enzyme polymorphism. Seheesults suggested
that the phenotypic variance of these traits wasbadoly determined by

genetic factors to a great extent.

6. Strong correlation was detected between pheiwotgifferentiation
estimated on the basis of the wing traits and gendifferentiation

characterised by enzyme polymorphism.

7. In the case of external genitalia phenotypided#ntiation was not
correlated to the structure of genetic variationor&bver, phenotypic
differentiation was not correlated either betwedre ttwo types of
morfometric traits (wing and external genitaliahellack of correlation
between wing traits and those of the genitalia iegplthat different

environmental factors influence them.
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