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1. Bevezetés

A kétéltiiek (Amphibia) a gerincesek egyik legdsibb és legvaltozatosabb osztalyat alkotjak.
Tagjai kulcsszerepet toltenek be a szarazfoldi €és vizi 6koszisztémak mitkodésében (Hopkins
2007). Jelenleg 8890 leirt faj képviseli az osztalyt (Amphibiaweb 2025), és bar az Antarktiszon
kiviil mindegyik kontinensen eléfordulnak, a fajok nagy része a tropusokon ¢l (Gastner &
Newman 2004). Habar a leirt fajok 40,7%-a globalisan veszélyeztetett, amihez elsGsorban az
¢lohelyeik eltiinése, a klimavaltozas €s a betegségek jarulnak hozza (Luedtke és mtsai. 2024),
atlagosan évente 150 0j fajt fedeznek fel (Amphibiaweb 2025). Ehhez az ellentmondésos
helyzethez nagymértékben hozzajarul az egyre modernebb molekularis modszerek alkalmazasa
a populacio- és fajszintli kutatasokban, amelyek segitségével nagyszdmu morfologiailag
rejtozkodo (kriptikus) taxont azonositanak (Funk és mtsai. 2012, Hebert és mtsai. 2003, Kohler
¢s mtsai. 2005, Lehtinen és mtsai. 2007, Stuart és mtsai. 2006). Jol mutatja az ismert fajok
szamanak boviilését, hogy a masodik IUCN Globalis Kétéltii Felmérés (GAA2, 2022-ben) az
els6 felméréshez képest (GAA1, 2004-ben) 2286 fajrol tudott hozzdadni informéciot (Luedtke
¢és mtsai. 2024). Gyakran ugyan a leirt fajok csak kis teriiletrél — vagy csak a tipusleléhelyrél —
ismertek, rogton veszélyeztetett természetvédelmi kategéridba keriilnek. A kriptikus fajok
feltarasa kulcsfontossdgl a természetvédelmi kezelési tervek megalkotdsdhoz (Bickford és
mtsai. 2007, Mace 2004). A fajszinti azonositas megfeleld ismerete nélkiil az egyes fajok
természetvédelmi helyzete téves értelmezéshez és helytelen gyakorlati természetvédelmi
intézkedésekhez vezethet. Amikor egy kriptikus fajkomplexrdl kideriil, hogy két vagy tobb faj
alkotja, a korabban széles elterjedésiinek hitt taxon elterjedését Gjra kell értékelni (pl.
Ausztralidban, Catullo és mtsai. 2014, Catullo & Keogh 2021, Donnellan és mtsai. 1999,
Donnellan és mtsai. 2004, Hoskin 2007, Mahony és mtsai. 2001, Mahony és mtsai. 2022,
McDonald és mtsai. 2016, Rowley ¢s mtsai. 2021). Az Ujonnan felismert taxonok nagy
valosziniiséggel kisebb elterjedési teriilettel rendelkeznek, és akar fokozottan veszélyeztetettek
lehetnek (Bickford és mtsai. 2007). A kis elterjedési teriilettel rendelkezé fajok jobban ki
vannak téve a stlyos aszdlyoknak és mas, az éghajlatvaltozassal dsszefiiggd eseményeknek,
ami tovabbi alloméanycsdkkenést okoz €s fokozott kihalasi kockazattal jar (Blaustein és mtsai.
2010, Carey & Alexander 2003). Tovabba a kis elterjedési teriilettel rendelkez6 fajok nagyobb
valoszinliséggel szenvednek a fertdz0 betegségek kovetkezményeitél, mint példaul a
kitridiomikozistol, amelyet a Batrachochytrium dendrobatidis rajzosporas gombafaj okoz
(Bielby és mtsai. 2008, Geyle ¢és mtsai. 2021).

Eurdpa kétéltiifaunaja intenziven kutatott, ritkan keriilnek eld uj fajok (Speybroeck és mtsai.
2020). A genetikai és genomikai modszerek egyre intenzivebb hasznalatdval azonban ezen a
kontinensen is jelentds kriptikus valtozatossagot fedeztek fel elsésorban a mediterran régidban
az Ibériai-, Appenin-, és Balkan-félszigeteken (Velo-Anton és mtsai. 2023). Hosszu ideig
tartotta magat az a paradigma, hogy ez a harom régi6 képviselte az eurdpai fauna pleisztocén
eljegesedései alatti f6 menedékteriileteket (Hewitt 2004, Taberlet és mtsai. 1998). Fosszilis
bizonyitékok vilagitottak ra arra el8szor, hogy a harom f6 refigiumteriileten kiviil tobb extra-
mediterran refagium is létezhetett, pl. a Karpat-medencében vagy délnyugat Franciaorszagban
(Sommer & Benecke 2005, Sommer & Nadachowski 2006). Késobb egyre tobb bizonyiték
keriilt el és timasztotta ala, hogy Eszak-Eurdpaban tovabbi kriptikus refagiumok alakulhattak
ki a késd pleisztocénben (Rowe és mtsai. 2006, Stewart & Lister 2001, Tzedakis és mtsai.
2013). Ezeknek a refigiumoknak az ismerete varatlan kriptikus valtozatossag felfedezését
vonta maga utan féként K6zép-Eurdpa és a Balkan-félsziget hataran, igy a Karpat-medencében
is (Babik és mtsai. 2005, Ruiz-Gonzalez és mtsai. 2013, Schmitt 2007, Schmitt & Varga 2012,
Varga 2019). Tobb kétéltiifaj esetében igazoltdk, hogy kozép-eurdpai reflgium-teriiletet
hasznalt, mint példaul a sarga- és vordshasu unka (Bombina variegata és B. bombina) (Zacho
¢s mtsai. 2025, Dufresnes ¢és mtsai. 2021, Fijarczyk és mtsai. 2011, Hofman és mtsai. 2007,
Spolsky és mtsai. 2006, Voros és mtsai. 2006), a mocsari béka, Rana arvalis (Babik és mtsai.
2004), vagy a karpati géte, Lissotriton montandoni (Wielstra és mtsai. 2017). A Karpat-



medencében eléforduld kétéltiifajok — foként a farkos kétéltliek — evolucids torténete azonban
nagyrészt feltaratlan maradt.

A szubterran 0koszisztémakat nagyszamu sziik elterjedésti €s reliktum taxon jellemzi (Culver
& Sket 2000, Holsinger 1993, Marmonier és mtsai. 1993). Ez els6sorban a szubterran é16helyek
foldrajzi elszigeteltségével magyarazhatd, ami eldsegiti a genetikai sodrodast (Gibert &
Deharveng 2002, Romero 2011). Paratlan biodiverzitasuk kialakulasa sszefiiggésben lehet a
pleisztocén jégkorszakok hianyaval is, mivel hosszu ideje nem érintették Oket jelentds
klimatikus ingadozasok (Gibert & Deharveng 2002, Holsinger 1993, Howarth 1983). Sokaig a
szarazfoldi biomokhoz képest a szubterran ¢lohelyeket nem tekintették kiilondsen fajgazdagnak
(Culver & Sket 2000). Azonban az elmult évtizedek felmérései alapjan és a kozelmultban,
foként a gerinctelenek korében leirt nagyfokua kriptikus diverzitas (Gibert & Deharveng 2002,
Lefebure és mtsai. 2006, Rouch & Danielopol 1997, Schneider & Culver 2004) ezt a vélekedést
feliilirta. Jollehet az obligat szubterran faunat a gerinctelenek uraljak (Culver és mtsai. 2000,
Gibert & Deharveng 2002, Sket €s mtsai. 2004), a gerincesek koziil a csontos halak és a farkos
kétéltiiek sikeresen hoditottdk meg ezeket az ¢€lohelyeket. A foldfelszinen vagy a felszin
kozelében ¢él6 taxonokkal Osszehasonlitva a szubterran biodiverzitds lényegesen kevésbé
tanulmanyozott. Ezen beliil a barlangi biodiverzitdsnak csak kis részét vizsgaltak eddig a fizikai
hozzaférhetetlenség vagy a megfeleld mintavételi modszerek hianya miatt (Gibert és mtsai.
2009). A nagyszdmu endemizmus mellett a szubterrdn vizek bioldgiai sokfélesége értékes
Okoszisztéma-szolgaltatdsokat is nyuajthat (pl. viztisztitds, bioremediacid, viz infiltracid ¢és
szallitas), ezért fontos ezen ¢€ldhelyek populdciods, fajszintli és Okoszisztéma-diverzitdsanak
felmérése (Boulton és mtsai. 2008, Deharveng és mtsai. 2009).

Az idegenhonos fajok betelepitése jelentds kornyezeti karokat okozhat az érzékeny
¢lohelyeken. Az egzotikus fajok - dltalaban az ember altal torténd — behurcolasa karos hatassal
lehet az dshonos éldvilagra, és a bioldgiai sokféleség csokkenésének egyik legjelentdsebb
forrasa (Courchamp és mtsai. 2003, Kats & Ferrer 2003). A biotikus homogenizacio jelensége,
vagyis az egymastol eltérd éldhelyek ¢ldlényegyiittesei kozotti kiilonbség csokkenése az
6shonos fajok idegenhonos fajokra cserélddése miatt, fokozott figyelmet kapott az elmult
évtizedekben (Didham és mtsai. 2005, McKinney & Lockwood 1999, Olden & Poff 2004,
Rahel 2002, Vitousek és mtsai. 1997). A homogenizaci6 harom, egymdssal kdlcsonhatasban
allo folyamat eredménye: idegenhonos fajok betelepitése, Oshonos fajok eltlinése, és az
¢léhelyek tonkretétele, amely eldsegiti az el6z6 két folyamatot (Rahel 2002).

Az idegenhonos fajokat vagy véletleniil hurcoljak be globélis kozlekedés és kereskedelem
révén, vagy szdndékosan telepitik be, példaul vadaszat, haldszat, gazdalkodas vagy bioldgiai
védekezés céljabol. A magasabb trofikus szintli allatfajok hasznélata alacsonyabb rendii invaziv
fajok bioldgiai kontrolljahoz bevett modszerek kozé tartozik (Hoddle 2004). A kétéltiieket
eldszeretettel hasznaltak a biologiai védekezés folyamatdban a 20. szdzadban (Crossland 2000;
Lever 2003), de ezeknek az idegenhonos kétéltlifajoknak a betelepitése gyakran az dshonos
fajok visszaszoruldsdhoz vagy akar kipusztuldsdhoz vezetett (Collins & Storfer 2003).
Legszemléltet6bb példa erre az 6Orids-, vagy agavarangy (Bufo marinus), amely Ko6zép- és a
tropusi Dél-Amerikaban 6shonos faj, és a cukornédiiltetvények kartevd rovarai ellen vetették
be tobb tropusi orszagban. Miutan megtelepedett, a B. marinus is kartevo fajja valt tobbek
kozott Hawaiin (Kraus és mtsai. 1999) és Ausztralidban (Mungomery 1935). Szép lassan
szemmel lathatova valt, hogy negativ hatassal van az 6shonos kétéltiifaunara (Crossland 2000),
¢és bebizonyosodott, hogy kozvetlen vagy kozvetett hosszl tdva hatdsa van mas gerinces és
gerinctelen taxonokra is (Covacevich & Archer 1975; Catling és mtsai. 1999). Uj-Zélandra,
ahol harom Gshonos kétélttifaj (Leiopelma spp.) €1, harom Ausztralidban dshonos kétéltiifajt
(Litoria aurea, L. raniformis, L. ewingii) telepitettek be. A harom Litoria-faj Gshazija,
Ausztralia, gazdag kétéltlifaunanak ad otthont, amely 253 (AmphibiaWeb 2025) leirt fajt jelent.
Ezek koziil 34-et az utébbi 12 évben fedeztek fel molekulédris vagy integrativ taxonomiai
modszerekkel (AmphibiaWeb 2025). Bar kimutattdk, hogy a kriptikus taxonok eloszlasa
hasonl6 a kiilonb6z6 biogeografiai régiokban (Pfenninger & Schwenk 2007), az Ausztraliaban
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leirt fajok nagy részét a tropusi teriileteken talaltak €s csak néhdnyat a mérsékelt égovi
régiokban. A legjelentésebb szamil endemizmust és kriptikus fajkomplexet Eszak-Ausztralia
monszunhatas altal befolyasolt tropusi teriiletein fedezték fel (Pepper és mtsai. 2016).

Az atlanti esderdd Brazilia keleti partvidékén huzodik, és a vilag egyik legfajgazdagabb teriilete
(Myers és mtsai. 2000). Az elmult 500 évben az atlanti eséerdd eredeti kiterjedésének kozel
88%-a eltiint, és helyét az ember altal modositott tajak, mint példaul legeldk, szantofoldek vagy
telepiilések vették at (Ribeiro és mtsai. 2009, Tabarelli és mtsai. 2004). Viszonylag kis
fennmaradt teriilete (4000 km?) ellenére Brazilia kétéltii-faunajanak fele itt talalhatd, és
Brazilidn beliil itt a legmagasabb (85 %) az endemizmusok szdma (Cruz & Feio 2007, Haddad
¢s mtsai. 2013).

Ecuador egyike a vilag azon orszagainak, ahol kiemelkedden gazdag a biologiai sokféleség
(Bass ¢és mitsai. 2010, Ulloa és mtsai. 2017), legmagasabb a kétéltiiek fajsiiriisége (egy
teriiletegységre jutd fajok szama) (Ron €s mtsai. 2019) és figyelemre mélté az endemikus fajok
szama is (Ortega-Andrade és mtsai. 2021). Kis mérete ellenére Ecuador szamos olyan
ismeriink (Ron és mtsai. 2019). Valtozatossaguk még messze nem teljesen feltart, folyamatosan
keriilnek eld 0y fajok a térségbdl amit az elmult években publikalt tanulméanyok bizonyitanak
(Brito és mtsai. 2017, Franco-Mena ¢és mtsai. 2023, Reyes-Puig és mtsai. 2019, 2024, Sanchez-
Nivicela és mtsai. 2021, Székely és mtsai. 2020).

Legyenek azok Kozép-Eurdpa felszini vizeiben vagy a Balkan-félsziget felszin alatti vizeiben
¢lo farkos kétéltiek, Uj -Z¢landra betelepitett, de Ausztraliaban 6shonos levelibékak, Brazilia
hogy megismerjiik és leirjuk valtozatossagukat. Mig Europaban a fajosszetétel ismeretében
tudunk a populécioszintli valtozatossdgra fokuszalni és biogeografiai Osszefiiggéseket
felderiteni, addig Ausztrdlia és Dél-Amerika egyes régioiban elsdsorban a fajszintli
valtozatossag feltardsara van sziikség. Dolgozatomban a fent emlitett harom kontinens
kivélasztott kétéltiifajainak populécios, alfaji vagy faj-szintli valtozatossaganak vizsgalatat
mutatom be, amelyhez morfologidjukat, hivohangjukat és/vagy genetikai jellegzetességeiket
elemeztem.

A dolgozat négy {6 fejezetre tagolodik. Az els6 fejezetben a Karpat-medencében eléfordulo
négy farkos kétéltiifaj (Triturus dobrogicus, Lissotriton vulgaris, Ichthyosaura alpestris,
Salamandra salamandra) populaciogenetikajat és filogeografiajat mutatom be. A masodik
fejezetben a barlangi vakgéte (Proteus anguinus) kimutatasara fejlesztett kornyezeti-DNS-
alapi modszert, a faj horvatorszagi populacidinak genetikai vizsgalatdt fajspecifikus
mikroszatellita-markerek fejlesztésével, és egy nem-invaziv viz alatti mintavételi technikat irok
le. A harmadik fejezetben két levelibékafaj (Litoria aurea és L. raniformis) betelepités-
torténetét tarom fel Uj-Zélandon, és a L. raniformis endemikus ausztral allomanyanak
molekularis szisztematikdjat szemléltetem. A negyedik fejezetben pedig Brazilia atlanti
es6erdejébol és Ecuador tropusi Andok régiojabol leirt 6t fajt (Phyllodytes amadoi, Pristimantis
lojanus, P. sagedunnae, P. paladines, P. numbala) jellemzem.

Mivel a kutatdsaimat egylittmiikodésben végeztem, az eredményeket tobbesszam elsd
személyben mutatom be. Mindegyik kutatds soran részt vettem a vizsgalat megtervezésében &s
a publikdcié megirasaban, a legtobb vizsgalatban a mintavételezésben és a laboratdriumi
feldolgozasban, és az adatok feldolgozasa is a kozremiikodésemmel tortént.



2. Farkos kétéltiiek filogeografiaja és populaciogenetikaja a Karpat-medencében
2.1. Sikvidéki fajok

2.1.1. A dunai tarajosg6te (Triturus dobrogicus) filogeografiaja és populaciogenetikaja

A folyok aktiv szerepet jatszhatnak a fajok evolucids torténetében, kiilonb6zé moddon
befolyasolva populacio-dinamikajukat (Lyttle & Poff 2004; Robinson, Tockner & Ward 2002).
Viselkedhetnek akadalyként a szarazfoldi fajok esetében, mig elterjedési folyosok lehetnek a
folyokban €16 vagy ahhoz k&t6do életmoddal rendelkezd fajok szamara (Brandley és mtsai.
2010, Eriksson és mtsai. 2004, Vernesi és mtsai. 2015). A kétéltéltiiek elterjedését mindkét
iranyban alakithatjak; lehetnek akadalyok (féként tavakban (Martinez-Solano és mtsai. 2004)
vagy a kisebb vizfolyasokban (Alexandrino, Arntzen & Ferrand 2002, Garcia-Paris & Jockusch
1999) ¢él6 fajok szamara), €s terjedési Utvonalak is, habar erre kevesebb példa talalhatd az
irodalomban (Carstens és mtsai. 2005, Jones és mtsai. 2006).

A tarajosg6ték (Triturus spp., N=9) Eurazsia emblematikus farkos kétéltiii. A kilenc leirt faj
koziil a dunai tarajosg6te (Triturus dobrogicus, (Kiritzescu, 1903), Caudata: Salamandridae)
(1. abra) a leginkabb vizhez kt6do, folyokban és kornyékiikon is eléfordulo faj. Eldfordulasat
a Bécsi-medencétdl a Fekete-tengerig kovethetjiik a Duna, Tisza, Szava és Drava vizgytjtéihez
tartozo sikvidéki éléhelyeken (Wielstra és mtsai. 2013) (2. abra). Teljes eurdpai allomanyanak
nagyjabol 60%-a Magyarorszag teriiletén él, ezért megdovasaban kiemelt szerepe van a hazai
természetvédelemnek.

Jollehet a most bemutatott munka el6tt sziilettek mar a dunai tarajosgéte evolucids torténetét
kiilonb6z6 aspektusokbol vizsgald munkak (Themudo & Arntzen 2007, Vords & Arntzen 2010,
Wielstra és mtsai. 2013), egyik sem rekonstrualta kell6 részletességgel a faj elterjedéstorténetét
a Karpat-medencében. Munkank célja volt, hogy 1) feltarjuk a faj utols6 Pleisztocén
eljegesedési idészak (LGM) alatt hasznalt egy vagy tobb reflgium-teriiletének poziciojat; 2)
megértsiik az LGM alatti és utani diszperziés mintazatot, ami a T. dobrogicus jelenlegi
elterjedéshez vezetett azt feltételezve, hogy a faj a nagyobb folydkat és a hozzajuk tartozo
sikvidékeket hasznalta diszperzids csatornaként és 3) potencialis elterjedési modellezést
alkalmazva Osszehasonlitsuk a kapott eredményeket a vordshasti unka (Bombina bombina)
szakirodalomban ko6z6lt filogeografiai adataival (Fijarczyk és mtsai. 2011, Pabijan és mtsai.



2013), mivel a B. bombina a T. dobrogicus-hoz hasonldé Okoldgiai jellegzetességekkel és
elterjedéssel rendelkezik Kozép-Europaban és az Eszak-Balkanon.

Modszerek

Mintavétel, mitokondrialis DNS-szekvenalas és mikroszatellita-genotipizalas

Lefedve a T. dobrogicus ismert elterjedési teriiletét, 58 populacio 363 egyedébdl gyiijtottiink
szovetmintat (2. abra). A teljes genomi DNS-t a Qiagen DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen,
Hilden, Németorszag) segitségével vontuk ki. A NADH-dehidrogenaz gén 2. alegységének
(ND2) 1065 bazispar (bp) hosszu szakaszat és a hozza tartozo tRNS-Met 43 bp hosszl szakaszat
amplifikaltunk az L3780/H5018 primerpar segitségével (Babik és mtsai. 2005). A PCR-
reakcidkat a Babik és mtsai. (2005) altal leirt modszerek alapjan futtattuk. Az amplifikalt
fragmentumokat Applied Biosystem/Hitachi 3130 Genetic Analyzer segitségével szekvenaltuk
a Magyar Természettudomanyi Muzeum Molekuldris Taxondmiai Laboratériumdban. A
szekvenciakat a BioEdit 7.0.9.0 (Hall 1999) szoftver segitségével szerkesztettiik és illesztettiik.
A kiilcsoport taxonok (T. pygmaeus, T. marmoratus, T. karelinii, T. macedonicus, T. carnifex,
T. cristatus) szekvenciait az NCBI Genbankbol toltottik le (HQ697280, GQ258948,
GU982516, GU982461, GU982459, GQ258949). A genetikai valtozatossag kimutatasara hat,
a T. cristatus elemzésére fejlesztett mikroszatellita-10kuszt hasznaltunk (Krupa és mtsai. 2002).
A PCR-reakciokat egy korabbi tanulmanyunkban kozolt protokoll (Vords & Major 2007)
szerint végeztilk. A fragmenthossz-elemzést is a Magyar Természettudomanyi Muizeum
Molekularis Taxonomiai Laboratoriumaban talalhato Applied Biosystem/Hitachi 3130 Genetic
Analyzer segitségével futtattuk a FragmentAnalysis 36_POP7 protokoll szerint. A
mikroszatellita fragmenthossz-leolvasast a GeneMapper v4.0 szoftver (Applied Biosystems)
segitségével végeztiik.
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2. abra. A T. dobrogicus elterjedése Kozép-Eurdpaban (szaggatott vonal). A szamok mutatjdk a mintavételi

helyszineket a Vords és mtsai. 2016, 1. tablazataval 6sszhangban. A szines térkép a jobb felsd sarokban a kilenc
Triturus-faj el6fordulasat abrazolja, Wielstra és mtsai. 2019 nyoman.



A mitokondridlis DNS elemzése

A mitokondridlis adatokat a kovetkezoképpen elemeztiik: 1) atlagos nukleotid- és haplotipus-
diverzitast szamoltunk a fajon beliil, a két kapott f6 genetikai vonalon beliil és a négy nagy
folyé mentén elhelyezkedd csoportokon beliil (Felsd- és K6zépsd- Duna-menti, Tisza, Szava
és Als6- Duna-menti allomanyok); 2) haplotipus-térzsfat épitettiink; 3) haplotipus-halézatot
épitettiink; és 4) hogy tobbet tudjunk meg a T. dobrogicus recens demografiai torténetérol,
mismatch eloszlast (mismatch distribution) és Raggedness-indexet szamoltunk; 5) a
kozelmultbeli populacioméret-valtozas tesztelésére Fu Fs és Tajima D-statisztikajat
alkalmaztuk.

A mikroszatellitdk elemzése

A mikroszatellita-fragmenteken a kovetkezd elemzéseket végeztiik: 1) populacidgenetikai
mérdszamokat szamoltunk (allélszam, privat allélok szama, beltenyésztési egyiitthatd, varhato
és megfigyelt heterozigdtasag, allélgazdagsag, null allélok szama, Hardy—Weinberg
egyensulytol vald eltérés, kapcsoltsagi egyensuly egy populacidban a vizsgalt 1o6kuszokon
(kapcsoltsagi egyensulytalansag - LD) 2) a populaciok kozotti genetikai kiilonbség leirasara F-
statisztikat szamoltunk 3) a Bayes-féle modszeren alapulo STRUCTURE softvert (Pritchard,
Stephens & Donnelly, 2000) hasznaltuk a populaciok genetikai struktirajanak jellemzésére 4)
a populaciok térbeli genetikai struktarajat a Geneland szoftver (Guillot, Mortier & Estoup 2005)
segitségével irtuk le és 5) a DiyABC (Approximate Bayesian Computation) szoftverrel
(Cornuet és mtsai. 2008) probaltuk megtalalni a legvaldsziniibb elméletet a T. dobrogicus
populaciok elterjedés-torténetére. Ehhez els6 1épésben hat kiilonb6z6 forgatokdnyvet vazoltunk
fel (3. abra) és elbzetes teszteket futtattunk:

1) ajelenlegi populaciok egy refigiumteriiletet hasznaltak;

2) két refligium a két foldrajzi csoportot képviselve, Panndnia és Dobrudzsa teriiletén;
3) két refugium, a Geneland eredmények alapjan: nyugati és keleti;

4) harom refugium, figyelembe véve a genetikai és foldrajzi csoportokat;

5) harom refigium, a két genetikai csoport (nyugati és keleti), plusz egy fiatalabb szétvalasi
esemény a két f6ldrajzi csoport (Pannonia és Dobrudzsa) kozott a keleti genetikai csoporton
beliil, Dél-Pannoniat tekintve ¢sibb populacionak;

6) ismételten harom refugium, a két genetikai csoport (nyugati és keleti), plusz egy fiatalabb
szétvalasi esemény a két foldrajzi csoport (Panndnia és Dobrudzsa) kozott a keleti genetikai
csoporton beliil, de a Duna-Deltat tekintve ¢sibb populacionak.

forgatokonyvet teszteltiik tovabb, hogy a szétvalasi események iddskalajat megallapithassuk:
5a) a két genetikai csoport szétvalasa az LGM kezdete el6tt tortént;
5b) a két genetikai csoport szétvalasa a keleti csoporton beliil az LGM kezdete el6tt tortént;

5¢) a harom csoport kozotti mindegyik szétvalasi esemény az LGM kezdete el6tt tortént.



3. abra. A T. dobrogicus refugium-teriileteinek kialakulasara felvazolt hat elmélet idébeli és térbeli abrazolasa.
Az elméletek szamozasa a képek bal fels6 sarkaban talalhato. Az Sb és 5c elméletek megegyeznek az Sa elmélettel,
csak az id6skala kiilonbozik. A csillaggal jelolt idobeli események az LGM-et jelzik.

Elterjedési-modellezés

A T. dobrogicus és a B. bombina kozép-europai és észak-balkani elterjedési teriileteit hatarolo
hegységekben a kozelrokon fajok (a géte esetében a T. carnifex, T. cristatus, T. ivanbureschi,
¢s T. macedonicus, a voroshasu unka esetében pedig a Bombina variegata) fordulnak eld.
Mindkét esetben a fajok alapvetden parapatrikus elterjedéstiek (Arntzen, Wielstra & Wallis
2014, Pabijan és mtsai. 2013). Az elterjedési-modellezéséhez a kozelrokon fajokat hasznaltuk
fel, fiiggd valtozoként az eléfordulasi adatokat, magyarazo valtozoként pedig a tengerszint
feletti magassagot és domborzati viszonyokat adtuk meg. A multbeli elterjedési modellek
rekonstrualasatol eltekintettiink, mivel a fajok multbéli parapatrikus elterjedését nem tudjuk
adatokkal alatamasztani. A vizsgalt teriiletre a Triturus esetében 2000, a Bombina esetében
pedig 4342 adatpont allt rendelkezésre (Sillero és mtsai. 2014, Wielstra és mtsai. 2014). A
tengerszint feletti magassagi adatokat a WorldClim 1.4 adatbazisbol nyertiik 30 ivmasodperc
(kb. 1 km) felbontassal (Hijmans és mtsai. 2005). A domborzat paramétert a tengerszint feletti
magassag adatokbol szamoltuk ki kiilonbozé szlirémiiveletek segitségével az ILWIS 3.8
program (ILWIS 2012) felhasznalasaval. Az elterjedési modellek pontossagat a gorbe alatti
teriilet statisztikaval (Area Under the Curve - AUC) értékeltiik (Guisan & Zimmermann 2000).
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Eredmények

Mitokondrialis DNS

Az ND2-fragment 44 variabilis nukleotid-poziciét tartalmazott, amelyek koziil 20 volt
parszimonia-informativ. Osszesen 38 kiilonbozé haplotipust talaltunk, amelyek koziil 13 tobb
populaciéban is eléfordult, 25 pedig csak egyszer. Tiz haplotipus kizardlag a dobrudzsai
populacidkra, 21 pedig kizardlag a pannon-populaciokra volt jellemzd, hét pedig mindkét
teriileten megtalalhato volt. A leggyakoribb haplotipus (H2) 35 egyedben fordult eld, és széles
elterjedésti volt (4. abra, Voros és mtsai. 2016, 1. tablazat). A teljes haplotipus-diverzitas (Hd)
0,896 £ 0,016 (SD), a teljes nukleotid-diverzitds (m) pedig 0,003 + 0,000 (SD) volt. A
haplotipus- és nukleotid-diverzitds az Als6-Dunan volt a legmagasabb (Hd=0,927 + 0,020,
1=0,003 £ 0,002), a Szava-folyd mentén valamivel alacsonyabb (Hd=0. 709 + 0,090, n=0,002
+ 0,001) ¢és a Tisza-folyo (Hd=0,831 + 0,044, n=0,001 £+ 0,001) és a Felso- és Kézép-Duna
régi6 (Hd=0,647 = 0,075, ==0,001 = 0,000) mentén volt a legalacsonyabb. A két mtDNS-vonal
elemzésekor a Tisza- és a Szava-folyokhoz kapcsolodod populaciok magasabb haplotipus- és
nukleotid-diverzitassal rendelkeztek (Hd=0,875 + 0,029, n=0,003 £ 0,001), mint a Pannon
Duna-szakaszon el6fordul6 populaciok (Hd=0,770 + 0,044, n=0,002 + 0,001).

A filogenetikai rekonstrukcio alapjan a T. dobrogicus monofiletikus egységnek tekinthet6. A
ma ¢él6 T. dobrogicus mtDNS-vonalak legkozelebbi kozos 6se a Késd-Pleisztocénre tehetd
(atlagos becsiilt érték 0,99 millié év, legmagasabb utdlagos denzitas eloszlasa, 95%-0s
konfidencia intervallum 1,44-0,59).

A BAPS két haplotipus-vonalat azonositott, az egyik az Eszak-Pannon Duna-szakaszrél
szdrmazo populaciokat (H1-H17), a masik pedig a Szava és a Tisza mentérél szdrmazo
populaciokat (H18-H38) tartalmazta. A PopArt segitségével épitett haplotipus-halozat a Szava-
Dréava, a Tisza és az Also-Duna régioban strukturaltabb volt, mint az Eszak-Pannon Duna-
szakaszban (4. abra).

A két haplotipus-vonal mismatch-closzlasait a 4. abra mutatja be. A teszt egyik vonal esetében
sem utasitotta el a populacio-terjedési modellt (Eszak-Pannon Duna-szakasz, SSD=0,30,
Raggedness index=0,43; Szava - Tisza-vidék, SSD=0,47, Raggedness index=0,78). Mind a
Tajima D-statisztika, mind a Fu Fs negativ értékeket adott. A Fu Fs-statisztika szerint pedig
mindkét haplotipus-vonalban egyensulytol valo szignifikans eltérést tapasztaltunk (Eszak-
Pannon Duna-szakasz, F=-6,970, p=0,014; Szava - Tisza-vidék, F=-8,504, p=0,002) (P<0.001).

Populacio NA AR Ho He Fis Populacié  NA AR Ho He Fis
2 2.8 1.6 0.4 0.5 0.2 31 110 1.9 0.7 0.8 0.2

3 4.0 1.7 0.6 0.6 0.0 3% 73 1.9 0.7 0.8 0.1

4 5.0 1.8 0.7 0.7 0.1 38 6.3 1.8 0.5 0.7 N.A.

5 10.2 18 0.5 0.8 0.3 40 7.8 1.9 0.6 0.8 0.2

6 9.0 18 0.5 0.8 0.3 41 8.7 1.9 0.7 0.8 0.1
19 8.2 1.9 0.7 0.8 0.2 42 8.7 1.9 0.8 0.9 0.1
20 6.8 1.8 0.6 0.7 0.2 47 6.8 1.9 0.7 0.8 0.1
21 8.5 1.9 0.6 0.8 0.3 50 5.7 1.9 0.9 0.8 -0.2
23 6.0 1.8 0.7 0.8 0.1 52 14.0 1.9 0.8 0.9 0.1
25 9.2 1.9 0.8 0.8 0.1 54 16.8 19 0.7 0.9 0.2
27 9.7 1.9 0.7 0.8 0.2 55 10.0 1.9 0.7 0.8 0.1
28 15.0 1.9 0.7 0.9 0.2 56 16.5 1.9 0.7 0.9 0.1
29 13.7 1.9 0.7 0.9 0.2 57 16.8 19 0.7 0.9 0.2
30 7.8 1.9 0.8 0.8 0.0 58 14.7 19 0.7 0.9 0.1
Atlag 9.5 1.9 0.7 0.8 0.1

1. tablazat. Atlagos allélszam (NA), allélgazdagsig (Ar, minimum 1 egyedre szamolva), megfigyelt (Ho) és
varhat6 (He) heterozigdtasag és beltenyésztési egyiitthato (Fis) 28 T. dobrogicus populaciora. N.A. — nem elemzett.
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4. abra. A 142 mitokondrialis DNS-szekvenciabol épitett median-joining haplotipus halozat. A kordk nagysaga a
haplotipus-gyakorisagot jellemzi. A sarga korok a nyugati (H1-H17), mig a kék korok a keleti haplotipus-csoportot
(H18-H38) képviselik. A hisztogramok a két csoport mismatch-eloszlasat mutatjak. Az oszlopok a megfigyelt
értékeket mutatjak, a fekete vonal pedig a varhat6 - sudden expansion model alatti — eloszlast.

Mikroszatellita-markerek

A hat mikroszatellita-l6kusz mindegyike polimorf volt (allélszam=275, privat allélszam=>55,
atlagos allélszam lokuszonként és populacionként=9,5 volt (mintaterjedelem (range) = 2,8-
16,8). A populacionkénti atlagos allélgazdagsag (egy egyedbdl all6 minimalis mintanagysag
alapjan) 1,85 volt (mintaterjedelem = 1,56-1,94). A megfigyelt heterozigbtasag Kissé
alacsonyabb volt (atlagos Ho = 0,67, mintaterjedelem = 0,41 - 0,85), mint a varhato
heterozigotasag (He = 0,80, mintaterjedelem = 0,50 - 0,89) (1. tablazat). A hat 10kusz kozott
becstilt paros LD-értékek nem voltak szignifikdnsak, és azt jelezték, hogy a vizsgalt
mikroszatellita-lokuszok szabadon rekombinalodnak (Voros és mtsai. 2016, SX1. tablazat). A
28 vizsgalt populaciobol 16-ban talaltunk Hardy-Weinberg-egyensulytol vald szignifikans
eltérést (Tcril3 (két populécid), Tcri27 (6t populacid), Teri3S (kilenc populacid), Teri36 (két
populacid) és Tcrid6 (12 populacio) 10kuszokban). A beltenyésztési egyiitthato (Fis) -0,2 és 0,3
kozott mozgott (1. tablazat). Negativ Fis-értékeket csak egy populacioban talaltunk (50-es
populacio). A globalis Fst (95%-0s konfidencia intervallummal az ENA korrekciot alkalmazva)
0,058 (0,031-0,096) értéket mutatott, ami alacsony populacios differencialtsagot mutat. A
populaciok kozotti Fst-értékek 0 és 0,289 kozott mozogtak (2. €s 35. populacio).

A STRUCTURE-elemzés legvalosziniibbnek a K=2 csoportositast valasztotta. Az északkelet-
pannoniai populdcidk (2-6) alkottak egy csoportot, mig az Gsszes tobbi populdcid tobbé-
kevésbé kevert jelleget mutatott (5. abra). Ehhez hasonlo képet mutatott a Geneland is (Ln P(D)
= -10730), egy csoportba helyezve az Eszaknyugat-Pannoniaban elhelyezkedd 2-6 és 19-23
populacidkat, és egy masikba az Osszes tobbi populaciot (6. abra). A DiyABC szoftver az 5a
elméletet jelolte meg legvaldszintibbnek.
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5. abra. A 38 populacidhoz tartozdé 313 T. dobrogicus-egyed populacidstrukturaja, hat mikroszatellita-lokusz
hasznalataval, Bayes-féle klaszterezéssel elemezve. Az oszlop- és kordiagrammok az egyedek és populacio
klasszifikacios valosziniiségét jelzik. A mintavételi pontok megegyeznek a Voros és mtsai. 2016, 1. tablazatban

foglaltakkal. G6te grafika: Zsoldos Marton.
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6. abra. A Geneland-elemzéssel kapott klaszterek foldrajzi elhelyezkedése a legnagyobb valdsziniiséget képvisel6
K=2 esetén. Sarga: Eszaknyugat-Pannonia, kék: Dél-Pannonia és Dobrudzsa. A fekete pontok jelzik a mintavételi
helyeket. A sotét sarga és kék foltok mutatjak a legmagasabb valoszinliségi értékeket, és a szintvonalak pedig a

15

besorolasi értékek térbeli valtozasat.
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Elterjedési-modellezés
A Triturus és Bombina fajcsoportok elterjedési modelljeit a kovetkezd logisztikus egyenletek
irjak le, amelyekben p annak a valdszinlisége, hogy egy adott térbeli egységet T. dobrogicus
(pT) vagy B. bombina (pB) foglal el:
pT=(1/(1+exp(4.284*Altitude+1.625*Relief+2.602))) and
pB=(1/(1+exp(4.900*Altitude-0.119*Relief+1.459))).
A modellek térbeli dbrazolasa a 7. abran lathat6. A domborzat paramétereit figyelmen kiviil
hagyva a modellek a Triturus esetében 156 m tengerszint feletti magassagon, a Bombina
esetében pedig 269 m tengerszint feletti magassagon talalhato sikvidék/hegyvidék atmenetnek
felelnek meg. A B. bombina kdzép-europai és észak-balkani elterjedése szélesebb, mint a T.
dobrogicus-fajé. Mindkét modell arra utal, hogy a rokon fajok szamara megfelel6 élohelyek
vannak Pannoénian beliil példaul a Bakony-hegységben, az Eszaki-kozéphegységben, a
Mecsekben és a Tarcal-hegységben. A tényleges elterjedési adatok azt mutatjak, hogy ezeket a
hegységeket a B. variegata foglalja el, és a (nem-dobrogicus) tarajosg6ték itt nem élnek
(Gubanyi és mtsai. 2010, Trocsanyi, Schiffer & Korsos 2007, Vukov és mtsai. 2013).
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7. abra. A Triturus dobrogicus (felsé kép) és B. bombina (also kép) él6hely-modellezése. Pirossal lathatd a
vizsgalt faj elterjedése, kékkel pedig a kdzelrokon fajok parapatrikus elterjedése.
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Diszkusszio

Tanulméanyunk célja volt, hogy atfogd molekularis vizsgalatok segitségével felderitsiik a T.
dobrogicus LGM alatti refagium-teriileteinek feltételezett pozicidjat. A mitokondrialis DNS-
vizsgalattal két haplotipus-csoportot azonositottunk, egyiket a Duna karpat-medencei
szakaszan, a masikat a Tisza- és Szava-folyok mentén eléforduld populédciok alkotnak, mig a
Duna als6 szakaszan a két vonal keveredik egymaéssal. A legnagyobb haplotipus-diverzitast a
Duna-Deltadban és a Duna-Széava-Tisza 0sszefolyasa koriil €s utan eldforduld populacidkban
talaltuk, amely jelenség nem ritka két vagy tobb folyd Gsszefolyasa alatt (Selkoe, Scribner &
Galindo 2015). A mikroszatellita-vizsgalatok az északnyugat-karpat-medencei és a tobbi
populacid kozotti genetikai szétvalast mutattak. A DiyABC elemzések pedig a déli Karpat-
medence és a Duna-Delta kozotti fiatalabb szétvalasi eseményt valoszintsitették.
Mindezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a T. dobrogicus két kiilén refagiumban élte tal az
utolso eljegesedési periddust. Egyik refugium a Karpat-medence északnyugati, a masik a déli
részén helyezkedett el, ahonnan aztdn a Duna ¢s a Tisza mentén tudott szétterjedni a
felmelegedési periodus alatt. Ezt a szétterjedési mintazatot tamasztja ala a két mtDNS-vonal
(Fels6-k6zép-Duna és Szava-Tisza-folyok) mismatch-eloszlasa és a Fu Fs és Tajima D-
statisztikak eredményei. A szignifikans Fu Fs érték arra utal, hogy a jelenleg a Szava-Tisza-
als6-Duna-mentén €16 allomanyok egy kis 6spopulaciobol rovid id6 alatt alakulhattak ki.

A Wiirm-eljegesedés utani felmelegedési periodus alatt a folydvizekhez kotddd életmodu és
sikvidéki fajok szdmdra a Duna és a Duna-medence terjedési utvonalak lehettek a déli
refligiumokbol észak felé (Hewitt 1999, Taberlet és mtsai. 1998, Varga 1995). Eredményeink
alapjan a T. dobrogicus is a Karpat-medence nagy folyoit hasznalhatta terjedési folyosoként.
Az északnyugat karpat-medencei populaciok genetikai elkiiloniilése a Karpat-medence
folyoinak €s vizgylijto rendszereinek komplex evolucios torténetével magyarazhat6. Nagyjabol
140000 éve a Dunantal folydinak folyasiranya megvaltozott, ami elvalasztotta az Eszak- és
Ko6zép-Dunantult (Gabris & Mari 2007). A Balaton kialakulasaval a pleisztocén végén a folyok
ismét észak felé fordultak, és a totol nyugatra és délre kiemelkedd teraszokat formaltak
(Siimegi, Gulyas & Jakab 2008). Ezek az akadalyok elkiilonithették a T. dobrogicus
északnyugati allomanyait, amelyek aztan onalldan fejlodtek egy darabig.

Tobb parhuzam is felfedezheté a Triturus- és Bombina-fajok elterjedési mintazataban. A B.
bombina (ahogy a T. dobrogicus is) a sikvidékeken fordul elé, mig a B. variegata a hegyvidéki
¢lohelyeket foglalja el, csakugy, mint a T. carnifex, T. cristatus, T. ivanbureschi és T.
macedonicus. Fontos kiilonbség azonban, hogy amig a B. variegata jelen van a Karpat-medence
elszigetelt hegységeiben (pl. Bakony, Mecsek, Matra, Zemplén), addig a nem-dobrogicus
gbtefajok hidnyoznak onnan. Valoszinlileg ennek az eltér6 mintdzatnak a magyardzata a
kiilonb6z6 LGM alatti refugium-teriiletek haszndlatdban és az LGM utani elterjedés
torténetében rejlik. Nem valdszini, hogy az elszigetelt karpat-medencei B. variegata
populacidk a faj recens terjedésének eredményei, hiszen akkor a fajnak olyan terepen kellett
volna atkelnie, amit az eltéré dkologiai igényti, parapatrikus elterjedésii B. bombina foglal el.
Raadasul jol ismert tény a két faj hibridizacidja Kozép-Europaban (pl. Harriso, 1993, Szymura
& Barton 1986, Vines és mtsai. 2003). A kiterjedt interspecifikus hibridizacio valdsziniitlenné
teszi, hogy a B. variegata genetikailag érintetlentil jutott volna el az izolalt Karpat-medencei
hegységekbe. Valdszinlibb, hogy a Fekete-tenger partvidékén az eljegesedés soran menedéket
talald B. bombina érkezett késébb a Karpat-medencébe, kompeticio és hibridizacid révén
kiszoritva a B. variegata-t az alacsonyabban fekvo tertiletekr6l (Arntzen 1978, Vo6ros és mtsai.
2006). Ezzel ellentétben a T. dobrogicus a Szava-vidéken elhelyezkedd refigiumabdl azel6tt
szétterjedt a sikvidéki él6helyeken, hogy a tobbi Triturus-faj posztglacialis vandorlasa soran
elérhette volna a Karpat-medencét.
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2.1.2. A pettyes géte (Lissotriton vulgaris) populacidgenomikaja

A pettyes g6te (Lissotriton vulgaris (Linnaeus, 1758), Caudata: Salamandridae) (8. abra) széles
elterjedésti, eurazsiai faj (Arntzen és mtsai. 2009). Magas fajon beliili valtozatossagot mutat,
legalabb hét alfajra tagozodik, és szamos evolicids vonal fajképzddési folyamatat képviseli,
amelyek raadasul foldrajzilag és morfologiailag is részben atfednek egymassal (Raxworthy,
1990). Az eclterjedési teriilet északi részén fordul el a torzsalak L. v. vulgaris, amelyet a
kozelmultban multilokusz adatok felhasznalasaval északi és déli L. v. vulgaris genetikai
vonalakra osztottak (Pabijan és mtsai. 2017). A t6bbi alfaj tekintetében a L. v. graecus a Balkan-
félsziget déli részén fordul el6, a L. v. kossingwi a Fekete-tenger partvidékének egy kis
teriiletére korlatozodik, a L. v. schmidtlerorum Nyugat-Anatélidban és a Marvany-tenger
partvidékén dominal, mig a L. v. lantzi az Eszak-Kaukazusban és a Transzkaukazus egyes
részein €l. A kdzelmultban a fent emlitett négy déli alfajt faji rangra emelték (L. graecus, L.
kosswigi, L. lantzi és L. schmidtleri) (Pabijan és mtsai. 2017). Az Appennin-félszigetet és a
szomszédos teriileteket a L. v. meridionalis lakja, végiil pedig a L. v. ampelensis Erdélyben
honos, cléfordulasa keleten a Karpatokig és a Hargita-fennsikig terjed. Ez idaig a Karpat-
medence keleti részén nem erdsitették meg a jelenlétét. A fajok és alfajok elterjedését legjobban
Pabijan és mtsai. (2017) tanulmany 1. abraja foglalja 6ssze. A kozép-eurdpai genetikai vonalak
parapatrikus el6fordulasa elrevetiti a kozottiik 1évé génaramlas lehetdségét. A L. v. ampelensis
két morfologiai formara kiilonithetd el, és intenziv génaramlast mutat mind a két L. v. vulgaris
vonallal és a L. montandoni fajjal (Pabijan és mtsai. 2017; Zielinski és mtsai. 2016, 2019). De
adéli L. v. vulgaris vonal és a L. v. meridionalis kozotti génaramlas sem ismeretlen (Pabijan és
mtsai. 2017). Jelen tanulmanyban két evolucios vonal, a déli L. v. vulgaris és a L. v. ampelensis
karpat-medencei elterjedési mintdzatara €s populécioszerkezetére dsszpontositok.

R T

8. abra. Him pettyes g6te (Lissotriton vulgaris vulgaris). Fotd: Voros Judit.

A pettyes gote elsddleges LGM alatti reflgium teriiletének, és a magas genetikai valtozatossag
populéciok tjranépesitették Kozép- és Eszak-Eurdpat (Babik és mtsai. 2005, Pabijan és mtsai.
2015). Azt is bizonyitottak, hogy a faj a Balkantol északra €s keletre tobb kisebb refugium-
teriilettel is rendelkezett, amelyek a faj genetikai valtozatossaganak egy részét konzervalhattak
(Babik és mtsai. 2005). Példaul a L. vulgaris és a L. montandoni mitokondrialis DNS-vonalak
eléfordulasa, valamint a déli L. v. vulgaris és a L. kosswigi kdzotti génaramlas arra utal, hogy a
Karpat-medence és Torokorszag ezen refugium-teriiletek kdzé tartozhatott (Babik és mtsai.
2005; Nadachowska & Babik 2009). Pabijan és mtsai. (2017) azt is felvetette, hogy a pettyes
gdte evolucids vonalai egy masodlagos genetikai kontaktzonat alkotnak.
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Tanulmanyunkban populaciogenomikai modszerek alkalmazasaval vizsgaltuk 1) a L. vulgaris
evolucids vonalainak jelenlegi elterjedését €s populacio-szerkezetét a Karpat-medencében, 2) a
déli L. v. vulgaris vonal és a L. v. ampelensis kozatti lehetséges kontaktzonat a Karpat-medence
keleti részén, és 3) a Duna- és Tisza-folyok foldrajzi barrier-szerepét a L. vulgaris populacio
szerkezetének kialakulasaban.

Modszerek

Mintavétel, laboratériumi feldolgozas

Osszesen 98 L. vulgaris egyedet mintaztunk 17 populdciobol Magyarorszag teriiletén 2020-ban
(9. abra, Herczeg és mtsai. 2023, 1. tablazat). Tovabba, 41 Wielstra és mtsai. (2018) altal
lek6zolt DNS-szekvenciaval egészitettiik ki az adatsorunkat, amelyek 41 kiilonb6z6 lokalitasrol
szarmaztak. A szovetmintakb6ol a Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega)
segitségével vontuk ki a DNS-t, majd 1233 génszakaszt amplifikaltunk Molecular Inversion
Probes (MIPs) modszert alkalmazva (Niedzicka és mtsai. 2016, Zielinski és mtsai. 2019). A
szekvenalast Illumina MiSeq platformon végeztiik, a Wielstra és mtsai. (2018) altal publikalt
szekvenciak feldolgozasaval megegyez6 protokolt hasznalva, hogy az adatok egylitt
elemezhetdek legyenek. Ezutdan a 139 egyedhez tartozo fragmenteket referenciagenomokhoz
illesztettiik (Zielinski és mtsai. 2019). Az egypontos nukleotid-polimorfizmus eseteket a
UnifiedGenotyper of GATK 3.6 (DePristo és mtsai. 2011, McKenna és mtsai. 2010) szoftverrel
kerestiik meg. Az adatok sziirése utan (alacsony genotipus mindség, hianyz6 adatok) a tobbi
elemzést 58 populacié 138 egyedével végeztiik.
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9. abra. L. vulgaris vulgaris és L. v. ampelensis mintavételi teriiletei a Karpat-Medencében. Fehér pontok mutatjak
az ismertetett tanulany soran gyujtott lokalitasokat, fekete pontok jelzik a Wielstra és mtsai. (2018) tanulmany
altal mintazott lokalitasokat. A mintavételi helyek sorszama megegyezik a Herczeg és mtsai. 2023, S1 tablazataban
foglaltakkal. A bal fels6 sarokban elhelyezett kép a mintateriilet elhelyezkedését és a faj elterjedését (sziirke folt)
mutatja Eurépan beliil (AmphibiaWeb 2025), a jobb oldali sarkokban pedig a pettyes géte him (fent) és ndstény
(lent) példanyanak grafikajat lathatjuk (Zsoldos Marton).
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A populacioszerkezet elemzése

A genetikai valtozatossag vizsgalatdhoz eldszor fokomponens-elemzést alkalmaztunk a Plink
1.9 csomag hasznalataval (Chang és mtsai. 2015). Ezutin az ADMIXTURE szoftverrel
(Alexander és mtsai. 2009) megbecsiiltiilk a mintak genetikai szarmazasat. A cross-validation
modszert hasznalva (Alexander & Lange 2011) térképeztiik fel az dsi (ancestral) populaciok
szadmat, illetve ugyan ez a modszer megadta az &s-populaciok kozotti Fst értékeket is. A
populacionkénti genetikai szdrmazas atlagos értékeket kordiagramok formajaban abrazoltuk. A
térképeket QGIS 3.16 (QGIS, 2021) segitségével rajzoltuk. A varhatd heterozigétasagot (He)
Arlequin 3.5 szoftverrel (Excoffier & Lischer, 2010) szamoltunk. A He értékek elterjedését egy
hétérképen abrazoltuk. Végiil, a genetikai vonalak filogenetikai kapcsolatat szemléltetve az Fst
genetikai tavolsagmatrix felhasznalasaval egy gyokér nélkiili filogenetikai fat épitettiink a
neighbour-joining modszert alkalmazva a MEGA szoftver (Tamura és mtsai. 2021)
hasznalataval.

A folyok, mint foldrajzi akadalyok

Ahhoz, hogy megallapitsuk, vajon a Duna- és Tisza-folyok foldrajzi akadalyt jelentenek-e a
g0ték szamara, eldszor az Fst értékek €s a foldrajzi tavolsagok kapcsolatat vizsgaltuk meg a
Duna ¢s a Tisza egyik és masik partjan talalhatd populaciokban. Utana kiilonb6zo szinekkel
jeloltik a folyd ugyanazon oldalarél vagy kiillonb6zd oldalardl szarmazd mintak paronkénti
Osszehasonlitasait Bradburd és mtsai. (2013) javaslatait kdvetve. Ezutan egy ’Bayesian
Estimation of Differentiation in Alleles by Spatial Structure and Local Ecology (BEDASSLE)
elemzést végeztink a " BEDASSLE’ R csomagot hasznalva (Bradburd és mtsai. 2013). A
BEDASSLE elemzés a genetikai adatok (esetiinkben a random kivalasztott SNP/MIP-
fragment), mintaszamok, foldrajzi adottsagot és 6koldgiai paraméterek kiillonbozoségi matrixat
figyelembe véve keresi a kapcsolatot a kornyezeti valtozok (pl. esetlinkben a Duna és Tisza) és
a foldrajzi tavolsagok kozott. A BEDASSLE modell azt feltételezi, hogy a populaciok
migracio-sodrodas egyenstlyban vannak, és az allélok jelenléte/hidnya modellezhet6 a foldrajzi
tavolsagok alapjan (Bradburd és mtsai. 2013) (a futasi modellek abrait 1ast Herczeg és mtsai.
2023, S2A és S2B abrak).

Eredmények

Populécioszerkezet

A fékomponens-elemzés eredményét a 10. dbra mutatja be. Az elsé fékomponens a variancia
26%-4t, a 2. fokomponens a 8%-at, a 3. fékomponens pedig a 6%-at magyarazta.
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10. abra. A PCA-clemzés eredménye. A kordiagramok az egyedek genetikai keveredését mutatja. A bal oldali
abra a PC1 és PC2 fékomponensek viszonyat, a jobb oldali dbra a PC1 és PC3 fékomponensek viszonyat mutatja.
Lva = Lissotriton vulgaris ampelensis; Lvv1-Lwv4 = L. v. vulgaris 1-4 klaszterek.
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Az ADMIXTURE elemzés négy f6 klasztert tdmogatott, azonban a 2-5 klaszter kozotti
kiilonbség minimalis volt (0,352-0,368). A 2-klaszter elkiilonités a déli L. v. vulgaris és a L. v.
ampelensis alfajoknak/genetikai vonalaknak felelt meg. A klaszterszam novekedésével a L. v.
ampelensis szerkezete nem valtozott, mig a déli L. v. vulgaris vonal 2-4 (Lvv1-4) tovabbi
klaszterre oszlott (11A-11C 4abra), amit a mintak PC1-PC3 kozotti eloszlasa is alatimasztott
(10. abra). Mig a PC1 a két genetikai vonal kozotti szétvalast mutatta, a PC3 a déli L. v. vulgaris
klaszterek kozotti eltéréseket fejezte ki jobban. A déli L. v. vulgaris vonal és a L. v. ampelensis,

valamint a déli L. v. vulgaris vonal szubklaszterei kozott keveredés mutathato ki (10. és 11B és
C abrak).

11. abra. Az ADMIXTURE-elemzés eredményei K=2 (a), K=4 (b) and K=35 (c) esetén. Minden szin egy

klasztert jell. A kordiagramok mérete a populacié méretével korrelal. Lva = Lissotriton vulgaris ampelensis;

Lvvl-Lwv4 = L. v. vulgaris 1-4 klaszterek. A genetikai vonalak és a szinek megegyeznek a 10. abran lathatokkal.
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Az F-statisztika jelentds eltérést (0,266) mutatott a L. v. ampelensis és a déli L. v. vulgaris
vonalak, valamint az L. v. ampelensis és mind a négy déli L. v. vulgaris (Lvv1-4) klaszter kozott
(0,266-0,31). A déli L. v. vulgaris vonal klaszterei kozott alacsonyabb differencialtsagot
talaltunk (0,103-0,157), az Lvv1 klaszter kiilonb6zott a leginkabb a tobbitdl (0,133-0,157; 1asd
Herczeg és mtsai. 2023 1. tablazat). A varhato heterozigétasag (He) 0,04 (21. leléhely, Lva) és
0,17 (35. leléhely, Lva) kozott valtozott, atlaga 0,13 (SD = 0,02), medianja 0,14 volt (12. ébra,
Herczeg és mtsai. 2023, S1 abra). A legalacsonyabb He értéket a 21. leldhelyen valosziniileg a
hianyz6 genotipusok magas szama (52%) okozhatta. A populaciok kozotti kiilonbségek a He
tekintetében alacsonyak voltak (Herczeg és mtsai. 2023, S1. abra). Az eloszlasanak azonban
egyértelmii foldrajzi mintazata volt, ahogyan azt a h6térképen is lathatjuk (12. abra). A déli L.
v. vulgaris vonal négy klasztere kozotti genetikai tavolsag pedig azt mutatja, hogy nagy
valoszintiséggel az Lvv1 klaszter képviseli a legkorabban leagazo genetikai vonalat, és hogy az
Lvv2, Lvv3 és Lvv4 klaszterek nagyjabol egy idében differencialodhattak (13. abra).

Vérhaté
heterozigétasag

0.18

0.04

12. abra. A karpat-medencei L. vulgaris populaciok genetikai diverzitisat bemutatd, a varhatd heterozigotasagot
abrazolo hotérkép.

Lvv3
Lvv4
Lvv2
Lvv1
Lva . .
13. abra. Gyokér nélkiili, genetikai tavolsagon
alapuld fa a Lissotriton vulgaris ampelensis
(Lva) és a L. v. vulgaris (Lvv1-Lvv4) vonalak és
0.020 klaszterek rokonsagi viszonyainak

szemléltetésére.
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A folyok foldrajzi akadaly-hatasanak vizsgalata

Osszességében a Duna azonos oldalan 1év6 populaciok paronkénti dsszehasonlitasa hasonld Fst
értéket adott a Duna ellentétes oldalan 1év6 populaciok paronkénti Fs értékei-hez (14A abra).
Ugy tiinik azonban, hogy a foldrajzi tavolsag hatasa a Duna ellentétes oldalan fekvd mintak
esetében viszonylag magas paros Fst értékeket eredményezett (a grafikon jobb felsd részén
tobb tiirkizkék pont talalhatd, mint rézsaszini; 14A ébra). Ez a hatds a Tisza esetében még
erosebbnek tiinik (14B abra), mivel a Tisza azonos oldalan 1évé populacidk (rézsaszin)
viszonylag alacsony Fsr értékkel rendelkeznek, de a Tisza azonos oldalan olyan populaciok is
vannak, amelyek magas paros Fst értékekkel rendelkeznek, hasonldan a foly6 ellentétes oldalan
Iév6 populaciokhoz (tiirkiz) (14B abra).
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14. abra. (a) Paronkénti FsT értékek és a foldrajzi tavolsagok (km) kozotti korrelacio, a Duna egyazon oldalan
(rozsaszin) és két kiillonbdzo oldalan (tiirkizkék) talalhatod populaciok esetében és (b) paronkénti FsT értékek és a
foldrajzi tavolsagok (km) kozotti korrelacio, a Tisza egyazon oldalan (rozsaszin) és két kiilonb6z6 oldalan
(tlirkizkék) talalhatd populacidk esetében.

A BEDASSLE-elemzés eredményei azt mutatjak, hogy a Duna, mint akadaly csak kis
mértékben okozza a populaciok szétvalasat, mig a Tisza esetében ez joval jelentésebb. A modell
eredményei szerint a Tisza-folyé ellentétes oldalan valo elhelyezkedés a L. vulgaris populaciok
esetében ~3000 km tavolsagnak felel meg, jollehet a populaciok kozotti valos foldrajzi tavolsag
medianja 279 km (2. tablazat).

Prediktor valtozé Atlagos foldrajzi tavolsag (km; 95% CI)
Duna 21.3 (0.01-68.47)
Tisza 3016.7 (1385.6-4809.0

2. tablazat. A populaciok folyokhoz (Duna és Tisza) képest viszonyitott foldrajzi elhelyezkedésének ,,prediktor
valtoz6 hatdsméretei” (effect sizes for the predictor variables).
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Diszkusszio

Pettyes gbte alfajok és genetikai vonalak elterjedése és populédciostrukturdja a Karpat-
medencében

Tanulmanyunkban Wielstra és munkatarsaihoz (2018) hasonldéan kimutattuk a Dundntalon és
a Duna-Tisza kozén elterjedt déli L. v. vulgaris genetikai vonal elterjedését, és megerdsitettiik
a Karpat-medence keleti részén €16 L. v. ampelensis alfaj jelenlétét. A Karpatok Romaniatol
Szlovakiaig tartd peremén a L. v. ampelensis elterjedése atfed a kézelrokon L. montandoni-val,
ami a két faj hibridizaciojahoz vezet (Babik és mtsai. 2005, Zielinski és mtsai. 2013). Leirtak
mar a régioban a L. v. ampelensis és az északi L. v. vulgaris vonal illetve a L. montandoni
kozotti génaramlast (Pabijan és mtsai. 2017, Zielinski és mtsai. 2016) is. Genomikai
modszerekkel mi a L. v. ampelensis és a déli L. v. vulgaris vonal kozotti keveredést észleltiik,
ami megerdsiti a kozép-eurdpai pettyes gétepopulaciok komplex genetikai szerkezetét.

A pettyes goték, hasonloan az eurdpai fauna sok eleméhez, a Balkan-félszigeten elhelyezkedd
refugiumteriileten élhették til az utolsé jégkorszak alatti eljegesedési id6szakot (Babik és mtsai.
2005, Pabijan és mtsai. 2015). Ennek megfelel6en ezen a teriileten talaltak a L. vulgaris fajon
beliili legmagasabb genetikai valtozatossagot is (Pabijan és mtsai. 2015). Tanulmanyunk
jelentds genetikai valtozatossagot mutatott ki a kdrpat-medencei pettyes géte populdcidkban is,
foként az Eszaki-kozéphegységben, az orszag déli peremén a Drava, a Duna és a Tisza mentén,
valamint a Szava, a Duna és a Tisza 0sszefolydsanal. Ez a mintazat arra utalhat, hogy a pettyes
gote esetében nem zarhatd ki egy vagy két kisebb kiterjedésii, északi refigiumteriilet a Karpat-
medence érintett részein. Az Eszaki-kozéphegység refugium-szerepe felmeriilt méar a hasonld
elterjedésti foltos szalamandra (Salamandra salamandra) esetében (Voros és mtsai. 2016b),
mig a harom folyd Osszefolyasanal a dunai tarajosgbte (Triturus dobrogicus) mutatott
hasonldéan magas genetikai valtozatossagot (Voros és mtsai. 2016a).

A f6ldrajzi elemek szerepe a L. vulgaris populacioszerkezetének kialakulasaban

Sokaig ugy vélték, hogy a pettyes gbte korlatozott (50-182 m) terjedési képességgel rendelkezik
(Bell 1977, Dolmen 1981), azonban a legtjabb vizsgalatok szerint az egyedek nagyobb, akar 2
km-es tavot is megtehetnek (Schmidt és mtsai. 2006, Téth és mtsai. 2021). A ndstények
raadasul altalaban visszaternek azokba a viztestekbe petézni, ahol 8k maguk is sziilettek (Bell
1977). 1gy a szarazfoldon valo korlatozott terjedési képesség, a szaporodohelyekhez valo hiiség,
¢s ami a legfontosabb, az aramlo vizzel jard €l6helyek keriilése (Lohmus & Linnamégi 2012)
korlatozhatja a pettyes géték genetikai vonalainak elterjedését.

Eredményeink azt mutatjak tovabba, hogy a Tisza jelentésen korlatozza a L. v. ampelensis
nyugat felé torténd elterjedését és a L. v. vulgaris déli vonalanak kelet felé terjedését. A Dél-
Dunanttlon (Lvvl), az Eszak-Dunanttlon (Lvv2) és a Duna-Tisza kozén (Lvv3 és Lvv4)
elteriild négy déli L. v. vulgaris csoport jelenléte azt mutatja, hogy a nagyobb foldrajzi
objektumok - mint példaul a Duna vagy a Balaton - a L. vulgaris populacioszerkezetét is
alakithatjak a Karpat-medencében. A két £ folyonk kozotti teriilet (az Alfoldté] Eszak-Szerbia
felé), a dunai tarajosgétéhez (T. dobrogicus) hasonldan (Vords és Arntzen 2010, Vords és mtsai.
2016a) a genetikai vonalak kontaktzonajaként szolgal (egy nagyjabol 400 km hossza
szakaszon), annyi kiillonbséggel, hogy mivel a dunai tarajosgéte eldfordul a folyokban is, a
kevésbé szabalyozott Tisza, foként aradaskor, nem jelent olyan szigoru akadalyt a goték
diszperzidjaban, mint a pettyes gbte esetében.

22



2.2. Hegyvidéki fajok

2.2.1. Az alpesi gote (Ichthyosaura alpestris) filogeografiaja és intraspecifikus taxonomiaja
Az alpesi gbte (Ichthyosaura alpestris (Laurenti, 1768), Caudata: Salamandridae) (15. abra)
sz¢les elterjedésti faj Eurdpa mérsékelt égovi és mediterran régidiban, €s jelentds morfoldgiai
és Okologiai valtozatossagot mutat (Andreone & Tripepi 2006, Recuero & Martinez-Solano
2002, Rocek és mtsai. 2003, Sotiropoulos és mtsai. 2008). Sokaig vitatott volt egyes, gyakran
elszigetelt populacidk taxondmiai statusza, rdadasul morfoldgiai (testaranyok és szinezet) vagy
¢letmodbeli jellemzok alapjan szamos kétes érvényességii alfajt irtak le (pl. Dely 1959, Dubois
& Raffaélli 2009, Herrero & Arano 1986, Luznik és mtsai. 2011, Speybroeck és mtsai. 2010,
2020, Zuiderwijk 1997). A molekularis technologiak fejlédésével azonban a multilokusz
vizsgalatok segitettek tisztazni a faj evolucids torténetét €s filogeografiajat. Sotiropoulos és
munkatarsai (2007) mtDNS-adatok felhasznalasaval 6t kladot (A-E) hataroztak meg, amelyek
harom, egymastol er6sen eltéré genetikai vonalra valnak szét (a Balkan egy kis teriiletére
korlatoz6doé Vlasina vonal, egy nagyon valtozatos keleti vonal, amely a Balkan-félsziget tobbi
rész¢ébol szarmazd mintakat tartalmaz, valamint egy genetikailag homogénebb nyugati vonal,
amely Délnyugat- és Kozép-Europa populécioit foglalja magaban). Ezeket az eredményeket
Recuero és mtsai. (2014) finomitottak és részben megerdsitették egy iddben kalibralt
multilokusz filogenetikai tanulmannyal. Ez a tanulmany kimutatta, hogy a vlasinai mtDNS-
vonal a nuklearis DNS alapjan nem kiiloniil el jelentdsen, és négy f6 vonalat hatarolt le,
amelyek némileg ellentmondéasban vannak néhany korabban leirt alfaj taxonomiai statuszaval
(I. a. veluchiensis (Wolterstorff, 1935) Gorogorszagban, I. a. reiseri (Werner, 1902) és 1. a.
montenegrina (Radovanovic, 1951) Kelet-Eurdpaban és a Balkanon, I. a. apuana (Bonaparte,
1839) + 1. a. inexpectata (Dubois & Breuil, 1983) az Appenini-félszigeten és |. a. alpestris + 1.
a. cyreni (Wolterstorff, 1932) Nyugat- és Kzép-Eurdpaban és Eszak-Spanyolorszagban (17.
abra.). A faj evolucios torténetének fébb eseményei Recuero és mtsai. (2014) szerint a
kovetkezOk voltak: 1) a nyugati és keleti vonalak a késd miocénben a Paratethys-tenger
szintjének valtozasait kovetve valtak szét, 2) a miocén és pliocén magasabb hdmérsekletii
idészakaiban, helyi izolacios események kovetkeztében tovabbi parapatrikus szétdgazasok
alakultak ki, és 3) a pleisztocén glacialis ciklusai soran helyi kihalasok, ujboli benépesitések,
masodlagos kontaktok alakitottak tovabb a populacidk elterjedését.

Mig az |. alpestris a kornyez6 Alpokban és Karpatokban gyakori, addig a Karpat-medencében
a megfeleld él6helyek hidnya miatt csak szorvanyosan fordul eld. A Karpat-medence egyes
populacidi a folyamatosan elterjedt alpesi és karpati populaciokkal szemben marginalisnak
tekinthetok (Orség, Zempléni-hegység), mig a tobbi populacié (Bakony, Matra és Biikk,
valamint a Bihar-hegység Romaniaban) foldrajzilag elszigeteltnek szamit (16. és 18. abra).

Az alpesi gote karpat-medencei szorvanyos eléfordulasanak rendszertani vonatkozasat Dely
Olivér vizsgalta részletesebben. Munkai soran 26 morfometriai és 24 csonttani jellemzdt
figyelembe véve leirta a Triturus alpestris biikkiensis-t a Biikkk-hegységbdl, a T. a. satoriensis-
t a Zempléni-hegységbdl (Dely 1959), a T. a. carpathicus-t a Déli-Karpatokbol Romaniaban
(Dely 1959), és a T. a. bakonyiensis-t a Bakonyi-hegységbdl (Dely 1964). A négy alfaj koziil
harom (biikkiensis, satoriensis és carpathicus) érvényességét tobb szerz6 modszertani okokra
hivatkozva elutasitotta (Rocek 1974, Denoél 1994, Raffaélli 2018). Az 1964-ben Dely
kiilon leirt T. a. bakonyiensis statusza azonban tovabbra is bizonytalan maradt.

Mivel a korabbi filogeografiai munkak (Recuero és mtsai. 2014, Sotiropoulos és mtsai. 2007)
nem vizsgaltak a Karpat-medencében eléforduld allomanyokat behatobban (amely
kulcsfontossagu régio lehet a faj evollcids torténete szempontjabol), jelen tanulmanyunk 6
célja volt: 1) az Ichthyosaura alpestris genetikai valtozatossaganak feltarasa a Karpat-
medencében mitokondrialis markerek felhasznalasaval; 2) ismert mtDNS-vonalakhoz rendelni
az altalunk vizsgalt populaciok szekvenciait és ennek segitségével kovetkeztetni a faj evolucios
torténetére a kozép-kelet-eurdpai régioban; és 3) az 0j genetikai adatok fényében feliilvizsgalni
a faj morfologiai alapt intraspecifikus rendszertanat.
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15. abra. Ichthyosaura alpestris bakonyiensis Vo6ros, 2022 him példanya. Foto: Voros Judit.

Modszerek

Bihar-hegység Romaniaban) 13 telepiilésrol 24 egyedbdl gylijtottiink szovetmintakat 2010-
2012 kozott a faj szaporodasi id6szakaban (16. abra, Voros €s mtsai. 2021, S1. tablazat). A
szovetmintakat 96%-0s etanolba helyeztikk és a feldolgozasig -20°C-on taroltuk. A teljes
genomi DNS-t a DNeasy Blood&Tissue Kit segitségével nyertiik ki a gyartdo protokolljait
kovetve (Qiagen, Hilden, Németorszag). Két mitokondrialis génszakaszt amplifikaltunk: a
riboszomalis 16s RNS gén (16S) 562 bp hosszl részleges szakaszat a 16Sar-16Sbr primer
parokkal (Palumbi és mtsai. 1991) és a mitokondrialis NADH-dehidrogenaz 4 gén (ND4) 689
bp hosszl szakaszat, beleértve a szomszédos tRNS-ek (Ile, Leu és részben Met) 191 bp hosszu
szakaszat az ND4-Leu primer parokkal (Arévalo és mtsai. 1994). A PCR és a szekvenalas
részletes leirasat last Voros és mtsai. 2021, 179. oldal.

A szekvencidkat a COLLAPSE 1.2 (Posada 2011) szoftver segitségével haplotipusokka vontuk
Ossze. Ezeket a CLUSTALW (Chenna és mtsai. 2003) programban igazitottuk egymashoz. Az
altalunk létrehozott szekvencidkat a korabban publikalt, kiilonb6z6 mtDNS-vonalakbol
szarmazo, atfedo |. alpestris-szekvenciakkal egyiitt elemeztiik, lefedve a faj teljes elterjedési
teriiletét (0sszesen 136 példany, 54 haplotipus; Recuero és mtsai. 2014). Az ND4 szekvenciak
tokéletesen illeszkedtek, inzercidk és delécidk nélkul. A tRNS-szekvencidk illesztési
bizonytalansdga miatt az elemzésekben az adathalmazbol csak 1431 bp hosszli szakaszt
hasznaltunk fel.

A karpat-medencei mintak esetében a DNASP 5.0 (Librado és Rozas 2009) segitségével a teljes
mtDNS-adatallomanyra standard diverzitasi indexeket (haplotipus-diverzitas ¢s nukleotid-
diverzitas m) szamoltunk. A Karpat-medencei mtDNS-haplotipusok ko6zotti kapcsolatokat a
POPART 1.7 szoftver (http://popart.otago.ac.nz) segitségével median-6sszevonod (median-
joining) haplotipus-halozattal (Bandelt és mtsai. 1999) jelenitettiik meg.

Az alfajok/evolucios vonalak kozotti evolucids divergenciat a MEGA 6.0 szoftverrel becsiiltiik
(Tamura és mtsai. 2013). Az elemzés 147 nukleotid szekvenciat érintett. A 95%-nal kisebb
lefedettségli pozicidkat kizartuk. Vagyis 5%-nal kevesebb illesztési hézag, hianyzo adat és
kétértelmii bazis barmely pozicidoban megengedett volt. A végleges adathalmazban 6sszesen
1417 pozicio szerepelt.
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16. abra. Mintavételi helyek és haplotipusok a Karpat-medencében és kornyékén. Az altalunk gytijtott mintakat
korokkel és haplotipus-kodokkal jeldltiik, a korabban mar lek6zolt mintdkat négyzettel jelenitettiik meg és a
Recuero és mtsai. (2014) publikacioban talalhatd azonositd kodokat irtuk mellé. A szinek kiilonb6zé mtDNS-
vonalakat jelolnek (lasd 17. és 18. abra).

SZERBIA 409 - 411

A filogenetikai kapcsolatokra egy Bayes-féle (BI) filogram épitésével (MRBAYES 3.1 -
Ronquist és Huelsenbeck 2003) kovetkeztettiink. Kiilesoportnak a Lissotriton vulgaris fajt

valasztottuk (Telkibanya, Zempléni-hegység, 48,45 E, 21,35 K). A filogenetikai elemzések
részleteit 1asd Voros és mtsai. 2021, 180-181. oldalak.

Eredmények

Osszesen 13 haplotipust taldltunk a hat mintavételi helyrdl szdrmazo6 szekvencidk kozott (11 a
mi mintdinkbol, tovabbi ketté Recuero és mtsai. 2014-bdl; 16. dbra, Voros és mtsai. 2021, S1.
tablazat). Az Gjonnan talalt haplotipus-szekvenciakat az NCBI GenBankban helyeztiik el. A
haplotipusok 0sszetétele és valtozatossaga jelentdsen kiilonbozott az egyes régiokban.

A Karpat-medence nyugati részén €él6 populaciok erdsen valtozatosnak bizonyultak (2
haplotipus 3 Grségi mintabol és 5 haplotipus 14 bakonyi mintabol), mig az Eszaki-
kozépegys€gbdl szarmazd mintakban csak harom, egymastdl alig kiilonb6zo haplotipus volt
jelen. Két egyedi haplotipust talaltunk ebben a régioban (N2 a Biikk-hegységben és N3 a
Matraban; 17. abra). A Bihar-hegység populacidja igen valtozatos volt (3 haplotipus 3
egyedben, amelyek koziil az egyik 6 szubsztitucidval kiillonbozott a tobbitdl; 18. abra). A
foldrajzi régiok nem osztoztak haplotipusban. A diverzitasi mutatokra vonatkozo részletesebb
adatokat lasd a 3. tablazatban). Az alfajok/evollicids vonalak kozotti genetikai tavolsagokat a
4. tdblazat mutatja.

Foldrajzi kozelségiik ellenére a Karpat-medencei alpesi goétepopulaciok két kiilonbozd
mitokondrialis vonalat képviselnek. Az északi-kozéphegységi populaciok (Matra, Biikk és
Zemplén) kozeli rokonsagban allnak egymassal, és a nyugati vonalhoz sorolhatok (C3 mtDNS-
szubklad mind Sotipoulos és mtsai. 2007-ben, mind Recuero és mtsai. 2014-ben; 17. abra),
tobbségiik ugyanazt az N1 haplotipust viseli, mint az EK-Karpatokban (Lengyelorszag és
Romania; 18. abra) talalt egyes egyedek. A Bakony és az Orség haplotipusai kiilon kladot
alkottak a nyugati vonalon beliil (C2-C3 szubklad; 17. abra), és 11-18 szubsztitucioval
kiilonboztek az Alpokban és az EK-Karpatokban talalt mintaktél (18. 4bra). A Bihar-
hegységbdl szarmazo gbték a keleti vonalhoz (E2 alvonal) tartoznak, de ezen a vonalon beliil
kiilon kladot alkotnak (17. ébra), amely 7-10 szubsztiticioval kiilonbozik a Déli-Karpatokban
talalt haplotipusoktdl (18. abra). Nem talaltunk bizonyitékot az alpesi géte két {6 keleti és
nyugati vonala kozotti keveredésre.
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17. abra. A kombinalt mtDNS-haplotipusok Bayes-féle filogramja a Karpat-medencében és kornyékén. Beékelt
térkép: az Ichthyosaura alpestris elterjedése K6zép-Eurdpaban. A szinek a kiilonb6z6 mtDNS-vonalakat jel6lik
(Recuero és mtsai. 2014 alapjan). A filogramon a f6 mtDNS-vonalak Sotiropoulos és mtsai. (2007) kodolasat
kovetik (A-E2). Az alfaji besorolasok Recuero és mtsai. (2014) tanulmanyat és a sajat eredményeinket tiikrozik.
Az elagazasoknal a Bayes-féle utdlagos valdsziniliségi értékek lathatoak.

Keleti-Karpatok (POL/ROM)

Diszkusszid

Atmeneti biogeografiai helyzetébdl adodéan a Karpat-medence Eurépa egyik legnagyobb
biologiai sokféleséggel rendelkez6 régidja (Varga 2010, 2019, Williams és mtsai. 1999). Mig
a Dunantal nyugati és délnyugati részén pannon, illir és alpesi hatdsok, addig északkeleti
peremén pannon, karpati és dacikus hatasok fedik at egymast, és kiillonb6z6 mediterran elemek
(pontomediterran, balkani és anatoliai) gazdagitjak a magyar kozéphegység alacsonyan fekvo
teriileteit (Varga 1995).

Az alpesi gbte evollcios torténete a Karpat-medence gazdag biogeografiai torténetérdl
tantskodik: hdrom kiilonb6z6 mitokondridlis vonal taldlkozik ebben a régidban, és nagyfoku
genetikai valtozatossagot mutat. Az Ichthyosaura alpestris f6 nyugati vonalahoz két vonal
kapcsolodik: az egyik az Eszaki-kozéphegységben, a masik a Bakony-hegység és az Orség
teriiletén. Emellett egy harmadik, a keleti vonalhoz kapcsolédd vonal is jelen van a Bihar-
hegységben. Hasonld mintazat fedezhet6 fel tobb, a Karpat-medencében €16 faj esetében. Kelet-
nyugati genetikai szétvalast dokumentaltak példaul a Bombina variegata és a Salamandra
salamandra alpesi és karpati vonalaiban (Vorés és mtsai. 2006; Voros és mtsai. 2016b), a
Dunantulon és az Eszaki-kozéphegységben é16 Anguis fragilis és A. colchica (Szabé és Véros
2014), valamint a Vipera berus karpati és balkani kladjaban (Ursenbacher és mtsai. 2006). A
genetikai differencialédas hasonld mintazatarol szdmoltak be egyes lepkefajok esetében is a
Kéarpat-medencében. A délnyugati (dunantali) és az északkeleti, (szub)karpati populaciok
kozotti jelentds genetikai tavolsagot megfigyelték példaul a Parnassius mnemosyne (Pecsenye
és mtsai. 2015), a Phengaris nausithous (Hollos és mtsai. 2012) és az Erebia medusa (Schmitt
& Seitz 2001) esetében. Az Orség és a Bakony-hegység populacioi kozotti differencialodast
talaltak az Euphydryas aurinia populacidiban is (Pecsenye és mtsai. 2018); mindkét populacid
az eurdpai populaciokon beliil egy, az Erdélyiektdl erdsen differencialt alkladot alkot.
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Recuero és mtsai. (2014) feltételezése szerint az Ichthyosaura alpestris ¢se mar a késo
miocénben elterjedt volt. A Paratethys-tenger szintjének oszcillacioi elésegithették a két 6
vonal szétvalasat a tortonai korszakban (11,6-7,2 Ma): a keleti vonal a Balkanon, a nyugati
vonal pedig az Alpokban. A Karpat-medencét a két I. alpestris vonal két f6 Gtvonalon
népesitette be: a nyugati vonal az Alpokbol a Dunantilra és az Eszakkeleti-Karpatoktol az
Eszaki-kozéphegységre, a keleti vonal pedig a Déli-Karpatok fell a Bihar-hegységet
kolonizalta.

Haplotipus Bihar Bakony Orség EKH E;?E)é tok* Kélz‘;ltlok* 1 6?%?1?161{\]1'5 4
MW685537,
IA_Al 1 - - - - - MW685550
MW685538,
1A_A2 1 - - - - - MW685551
MW685539,
IA_A3 1 - - - - - MW685552
MW685540,
IA Bl - 7 - - - - MW685553
MW685541,
1A B2 - 3 - - - - MW685554
MW685542,
IA_B3 - 1 - - - - MW685555
MW685543,
IA_B4 - 2 - - - - MW685556
MW685544,
IA_B5 - 1 - - - - MW685557
MW685545,
IA O1 - - 2 - - - MW685558
MW685546,
IA_0O2 - - 1 - - - MW685559
MW685547,
IA_N1 - - - 7 10 - MW685560
MW685548,
IA_N2 - - - 1 - - MW685561
MW685549,
IA N3 - - - 1 - - MW685562
N 3 14 3 9 10 20
Hapl. N. 3 5 2 3 1 10
Polim. poz. 7 5 1 2 0 12
H 1(0.27) 0.72 (0.1) 0.67 (0.31) 0.41(0.19) 0 0.82 (0.08)
7 *1072 0.32 (0.00) 0.074(0.02) 0.05(0.02) 0.031(0.02) 0 0.15 (0.02)
0*%102 0.32(0.22) 0.11 (0.06) 0.05(0.00) 0.052(0.04) 0 0.23(0.1)

3. tablazat. A Karpat-medence és kornyéke alpesi gétepopulacidiban talalt mtDNS haplotipusok GenBank
azonositoikkal (16s és ND4), variabilis poziciok, polimorf poziciok szama és diverzitasi indexek (géndiverzitas
atlagos és standard hibaértékekkel H, nukleotid diverzitas z, és populaciok atlagos nukleotid diverzitasa ). A
Recuero és mtsai. (2014) altal mintazott populacidkat csillaggal jeloltiik.

A miocén ¢és pliocén idején Eurdpaban tapasztalt magasabb hémérséklet valdsziniileg
eldsegitette a populaciok kiilonbozd hegyvonulatokba valo elszigetelddését, és a pleisztocén
jégkorszakok soran a kiilonboz6 genetikai vonalak elterjedési teriilete tovabb valtozott. A
Karpat-medence a késé-pleisztocén soran kriptikus refagiumokat biztosithatott az alpesi gote-
populacidknak a hideg kontinentalis erddssztyepp-tajakon (Willis és mtsai. 1997, Willis és
Andel 2004, Varga 2010, Schmitt és Varga 2012). Ezt a Bakony-hegység és az Orség teriiletérél
szarmaz6 populaciok magas haplotipus-diverzitasa és genetikai elkiiloniilése is alatamaszt az |.
a. alpestris nyugati vonalanak tobbi részéhez képest. Arano €és Arntzen (1987) 35 lokusz
segitségével vizsgalta az 1. alpestris alfajokon beliilli populaciok kozotti genetikali
differencidlodast és evollcios kapcsolatokat. Négy mintat hasznaltak a Bakony-hegységbdl
(Ajka), amelyek a Franciaorszagbodl, Németorszagbol, Jugoszlaviabol (akkoriban), Ausztriabol
¢és Bulgariabol szarmazo populaciokbol allo 1. alpestris alpestris kladba agyazodtak. Recuero
¢s munkatarsai (2014) atfogd molekuléris tanulmanyukban 6t, a Bakony-hegységbdl (Ajka
lel6hely, mintaazonositok: MAB309-313) szarmaz6 példanyt elemeztek. Az mtDNS-adatokon
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alapul6o Bayes-féle konszenzus-filogramjuk az 1. a. alpestris-en beliil két f6 kladot tamogatott,
a bakonyi mintakat tartalmazo6 klad pedig testvérkladja lett a torzsalakot tartalmazo kladoknak.
Az |. a. alpestris két kladjanak szétvalasa a becslések szerint a pleisztocénben, nagyjabol 1,6
millié évvel ezel6tt tortént. A bakonyi-6rségi populacio elkiiloniilését Gj mintak hozzaadasaval
erdsitettiik meg jelen tanulmanyunkban.

A Kkarpat-medencei kriptikus refligiumok Iétezését tobb tanulmany is felvetette mar (lasd
Schmitt & Varga, 2012). Az alpesi gbéte mellett a mocsari béka (Rana arvalis) harom vonala
(Babik és mtsai. 2004), a Vipera berus egy vonala (Ursenbacher és mtsai. 2006) és a dunai géte,
Triturus dobrogicus két vonala (Voros és mtsai. 2016a) élhette tGl az utolsod glacialis
maximumot a Karpat-medencében 1évo, extra-mediterran refugiumokban.

A Bihar-hegység elkiiloniilé kladjanak levalasa kevesebb, mint 2,5 millio évvel ezelbtt tortént
(amikor az E1 és E2 kladok szétvaltak). A Bihar-hegység a Déli-Karpatok alsé vonulata, amely
a harmadidészak ota foldrajzilag elszigetel6dott a Karpatok f6 ivét6l (Mraz & Ronikier 2016).
Ez a régi elkiiloniilés okozhatja a régido magas faj- és endemizmus gazdagsagat (koztik
foldigilisztak (Pop és mtsai. 2010), vizi rovarok (Balint és mtsai. 2011) és egy elkiiloniild
Salamandra salamandra vonal (Vords és mtsai. 2016b)), és ami a Bihar-hegységet a Karpatok
egyik legfontosabb biodiverzitas forrd pontjava teszi.

N2
Eszaki-k6zéphegység
, Eszaki- és Keleti-Karpatok

N3

307,308

Alpok

392 389

A2
A3 Bihar-hegység

18. abra. Median-0sszevond haplotipus-halézat a kombinalt mtDNS-adatokra a Karpat-medencében ¢és
kornyékén. Beékelt térkép: az Ichthyosaura alpestris elterjedése Kozép-Europaban. A haldézaton a korrel jelolt
haplotipusok az altalunk gytijtétt mintakat jellik, Recuero és mtsai. (2014) tanulmanyban publikalt adatokat pedig
négyzettel jelenitettiik meg. A nukleotid-szubsztiticids 1épések szama sziirke szamokkal lathat6. A szinek a
kiilonb6z6 mtDNS-vonalakat mutatjak (Recuero és mtsai. 2014 alapjan).
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l.a. l.a. l.a. l.a. l.a. l.a. l.a.
alpestris apuana bakonyiensis cyreni  montenegrina reiseri  veluchiensis

zlalll?estris 8.872  3.150 4570  10.196 9.145 9.678
QSLJana 89.280 8.609 9.012 9.790 9.035 9.713
:t).glkonyiensis 10.843 86.745 3.688  10.210 9.316 10.011
(I:;r.eni 20.238 91.145 17.659 10.487 9.634  9.897
:ﬁ%nteneg rina 97.030 95.619 95.765 103.160 5997  7.606
Irgéeri 92.169 93.646 91.189 99.639 48.273 7.642
\I/.;.uchiensis 88.152 95.190 89.353 95.520 67.000 68.068

4. tablazat. Az evolucids vonalak kozotti szekvencia-divergencia értékek. Standard hiba értékek a matrix diagonal
alatti részén lathatoak.

Taxonomiai vonatkozasok

Dely (1964) kandidatusi értekezésében mutatta be a Triturus alpestris (=Ichthyosaura alpestris)
Osszes alfajanak, koztiik a T. a. bakonyiensis alfaj hatarozokulcsait. A legfontosabb jellemzék
kozé tartozik a szajpadlascsonti fogsorok szerkezete, a fej alakja, az orr alakja, a mellsé
végtagok hossza és a végtagok elhelyezkedése a test mentén visszahajtva. A T. a. bakonyiensis
¢és a T. a. alpestris 6sszehasonlitasat Dely (1964) alapjan az 5. tablazat foglalja Gssze, és lasd
még Voros és mtsai. 2021, S1-S4. abrakon. Dely 6sszesen 26 morfometriai és 24 csonttani
jellemz6t hasznalt az alfajok Gsszehasonlitasara.

Molnar (2001) doktori értekezésében szintén a magyarorszagi Ichthyosaura alpestris
populaciokat vizsgalta, és a Rocek (1974) altal bevezetett négy diagnosztikus index (L/LCd,
L/Ltc, L/PA, L/Lie, ahol L=testhossz, LCd=farokhossz, Ltc=fejszélesség, Lie= eliils6 és hatsod
végtagok kozotti tavolsag) segitségével hasonlitotta dssze Oket mas, a tdrzsalakot képviseld
allomanyokkal. Ez a vizsgalat bizonyitotta, hogy az Orségbdl és a Bakony-hegységbol
szdrmazo alpesi gote jelentdsen kiilonbozik a tobbi populdciotol (L/Lte és L/Lie mind a himek,
mind a ndstények esetében, valamint L/PA a himek esetében), mig a Matra, a Biikk ¢és a
Zemplénbdl szarmazod goték az 1. a. alpestris torzsalakot képviseld populacidival mutattak
hasonlosagot. Ezeket az eredményeket azonban oOvatosan kell kezelni, mivel az ¢I6
példanyokon végzett mérések ¢és a formalinnal tartositott példanyok 0Osszehasonlitasan
alapulnak.

Figyelembe véve a Dely (1964) ¢és Molnar (2001) altal megallapitott morfologiai
kiilonbségeket, hozzatéve a Bakony + Orség klad genetikai elkiiloniilését és hosszu, fiiggetlen
evollcids torténetét, megallapithatjuk, hogy ezek a populaciok alfaji rangu, hivatalos
elnevezésre érdemesek. Dely leirasa azonban nem mindsiil publikalt minek a Zoologiai
Nevezéktan Nemzetkozi Kodexe (ICZN) alapjan (1999, Art. 8), igy tanulmanyomban (Vords
2022) javasoltam a Dely (1964) altal hasznalt elnevezést, mint Uj nevet, nevezéktanilag
alkalmazhaté modon, eleget téve az ICZN megfeleld cikkének (1999, Art. 16). Ezzel, az alfaj
tudomanyos neve alkalmazhatdva valt a Vords (2022) tanulmény megjelenése pillanataban, a
szerzd nevével. Ennek fényében VoOrds és mtsai. 2021. tanulmanyunkban angol nyelvii
tilkorforditasban kozoltiik az alfaj Dely altali teljes leirasat.
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Ichthyosaura alpestris bakonyiensis subsp. n.

Triturus alpestris bakonyiensis: Dely (1964: 286). Nem alkalmazhat6, nem publikalt név (ICZN
1999, Art. 11.1).

Ichthyosaura alpestris bakonyiensis: Voros és mtsai. (2021: 188). Nem alkalmazhat6, mivel a
nevet bevezetd publikacioban nem volt egyértelmiien jelolve, hogy Uj taxonnévként alkalmazta
a szerz6 (ICZN 1999, Art. 16.1).

Holotipus: HNHM-HER-61.27.1., adult ndstény, gyiijtotte Dely Olivér 1961 majus 7-12 kozott.
Tipusleléhely: Ajka-Fels6csinger, Bocskor-hegy, Bakony-hegység, Veszprém Varmegye,
Magyarorszag (19. abra).

Paratipusok: egy adult néstény (HNHM-HER-2002.45.2.) gyiijtotte Dely Olivér 1961 majus 7-
12 ko6z6tt, és két adult him (HNHM-HER-2002.45.1., HNHM-HER-2002.45.3.) gyiijtotte Dely
Olivér 1961 majus 9-12 kozott a holotipussal megegyezo helyen.

10 mm

19. abra. A Triturus (=Ichthyosaura) alpestris bakonyiensis (Dely, 1964) holotipusa (HNHM-HER-61.27.1.)
feliilrdl (A), oldalrol (B) és alulrél (C). Fotd: Németh Tamas.

Diagnozis és (Gjra)leiras: magyar nyelven lasd Dely 1964, ennek angol nyelvii forditasat lasd
Voros és mtsai. 2021. leirashoz tartozo abrak: Voros és mtsai. 2021, S1, S2, S3, S4.

Az Ichthyosaura alpestris bakonyiensis-t az Ichthyosaura alpestris alpestris torzsalaktol
elkiilonitd fobb bélyegeit Dely (1964) alapjan az 5. tablazat foglalja ssze.
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I. alpestris alpestris

I. alpestris bakonyiensis

Szajpadlascsonti fogsorok
szerkezete

Fej alakja

Orr alakja

Mells6 végtag hossza

Végtagok pozicidja a test
mellett hajlitva

A szajpadlascsonti fogsorok
“cukorfogd” alakuak, azaz
utolsé harmadukban hatrafelé

hirtelen kiszélesednek és végiik

tobbé-kevésbé befelé gorbiilt

Fej keskeny, tojasdad alaku,
sosem koralaku feliilnézetben.

Orr hosszu, orrcsucs eléreugro
vagy enyhén kiszélesedett ()

Az elorefektetett mellsé végtag
1. ujja valamivel talér a szem
eliils6 zugan, de sohasem
nyulik az orrlyukig, mig a 2.
egészen az orrcsucsig hatol.

Ha az eliils 6végtagot hatra, a
hatulsoét elére hajlitjuk és a
torzshoz szoritjuk, a labfejek
fedik egymast (2), vagy a
leghosszabb ujjak nem, vagy
éppen csak érintkeznek ().

A szajpadlascsonti fogsorok
kifejezetten V-alakuak,
amennyiben eliilsé végiik
hegyes szdget zar be, szaraik
pedig hatrafelé erésebben
tavolodnak egymastol.

A fej vaskos, kb. olyan széles,
mint a honaljban mért
torzsatmérd; legnagyobb
szélességét a szemek mogott
éri el.

Az orr kissé elnyujtott, az
orrcsucs az orr kiilso széléig
hol szélesen (), hol kevésbé
szélesen (Q) lekerekitett.

Az elorefektetett mellsé végtag
1. ujja a szem eliils6 zuga és az
orrlyuk kozti tavolsag kdzepéig
ér, a 2. valamivel tulnyulik az
orrcsucson.

Ha az eliils6 végtagot hatra, a
hatulsét elére hajlitjuk és a
torzshoz szoritjuk, a mellsé
végtag 3. ujja a hatso 1ab
tuberculumaig ér.

5. tablazat. A torzsalak I. a. alpestris (svajci — Neuchatel és/vagy németorszagi — Harz-hegység) és az I. a.
bakonyiensis (Bakony — Ajka-Fels6csinger, Németbanya, és/vagy Urkut) fobb elkiilonité bélyegei, Dely (1964)
alapjan.

Ismert el6fordulas: Bakony-hegység és Orség-Vendvidék régio, Magyarorszag.

Védelem és veszélyeztetd tényezék: Az |. alpestris fokozottan védett Magyarorszagon
(100/2012 (1X. 28.) VM Rendelet). A faj/alfaj legfontosabb veszélyeztetd tényezdi az él6helyek
tonkretétele, a szaporodohelyek kiszaradasa, ragadozok ndévekvd szama (pl. vaddiszno és
betelepitett ragadozo halak), nem megfeleld erdégazdalkodas és foldhasznalat, turizmus,
technikai sportok elterjedése (VOrds és mtsai. 2014) és a hirtelen felbukkano fert6z6
betegségek, mint példaul a kitridiomikozis (Voros és mtsai. 2018) vagy a ranavirusok (Voros
¢és mtsai. 2020).
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2.2.2. A foltos szalamandra (Salamandra salamandra) filogeografiaja és
populacidstrukturaja
A foltos szalamandra, Salamandra salamandra (Linnaeus, 1758) (Caudata: Salamandridae)
(20. abra), egy széles elterjedésii faj, Eszak-Afrikatol a Karpatokig eléfordul (Sillero és mtsai.
2014). Nagyjabol folytonos elterjedése a Karpat-medencében megszakad, mivel a faj a Pannon-
siksagon nem ¢l (21. abra). Tobb tanulmany is foglalkozott a Salamandra-nemzetség evoltcios
torténetével, és sokdig a fajszintli torzsfak sem mutattak teljesen egyértelmii topologiat
(Steinfartz és mtsai. 2000, Veith és mtsai. 1998, Weisrock ¢s mtsai. 2006). Ha pedig az alfajok
filogenetikai kapcsolatait vizsgaltak, eltéré genetikai markerek eltéré eredményt adtak (Vences
és mtsai. 2014). Az eddigi legatfogobb tanulmanyt Gippner és mtsai. (2024) kozolte
nemrégiben, amelyben rekonstrualtak a teljes Salamandra-nemzetség Osszes fajanak (6) és
alfajanak (25) filogenomikai kapcsolatat, ddRAD genomadatok alapjan. A torzsalak genetikali
szerkezete kapcsan hasonld eredményre jutott a filogenomikai tanulmény, mint a kordbbi,
MtDNS- ¢és allozim-alapti vizsgalat (Steinfartz és mtsai. 2000), miszerint a torzsalak két
genetikai vonalra kiiloniil (keleti és nyugati). Ez a mintazat arra utal, hogy az LGM utani
rekolonizécio két forraspopulaciobol tortént.
Tanulmanyunk célja volt a S. salamandra genetikai szerkezetének feltarasa a Karpat-
medencében és kornyékén, a Karpatok északkelet-magyarorszagi peremvidékének elszigetelt
populacioira 6sszpontositva. Egy mitokondrialis DNS-szakasz (D-loop) és tiz mikroszatellita-
16kusz elemzésével szerettiik volna 1) felmérni, hogy a S. salamandra kiilonb6z6 vonalai
eléfordulnak-e a Karpat-medencében; 2) értékelni, hogy az LGM milyen hatassal volt a
populacidk genetikai valtozatossagara ¢s milyen mértékben okozta a populdciok
elszigetelddését egymastol; és 3) hozzajarulni a kozép-kelet-europai foltos szalamandra-
allomanyok posztglacialis biogeografiai torténetének pontosabb megértéséhez.

20. abra. Foltos szalamandra (Salamnr salamanda) ifelett pldanya. Foto: Voros Judit.

Modszerek

Mintavétel és laboratoriumi elemzések

2009 és 2012 kozott 25 régié 53 helyszinén 349 Salamandra salamandra egyedet mintaztunk
a Karpat-medencében és annak kornyékén (21. abra, és Voros és mtsai. 2016, 1. tablazat).
Vizsgalatunkban Magyarorszag alacsony fekvésli hegyvidékeinek elszigetelt populacidira
fokuszaltunk. A mintavétellel lefedtiik a S. salamandra teljes elterjedését a Karpat-medencébdl,
minden olyan hegységbdl elemezve populacidkat, ahol a faj jelen van. Az egyes hegységekben
az allomanyok mérete nagymértékben kiilonbozott. Mig vannak olyan régiok, ahol a S.
salamandra egyetlen patakot vagy volgyet lakik (pl. Visegradi-hegység, Budai-hegyek, vagy
Naszaly), mas régiokban a faj gyakori és széles elterjedésii (pl. Matra, Biikk vagy Zemplén).
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Hogy az utobbi régidkban a legnagyobb genetikai valtozatossagot tudjuk feltarni, tobb helyrdl
gyljtottiink kevesebb mintdt és azokat egy populacioként kezeltik az elemzésekben.
Referencia-populacidé céljabol gyhjtottiink mintakat tovabba az Alpokbol (Ausztria), a
Medvednica- ¢és Dinari-hegységekbdl (Horvatorszag), valamint a Karpatokbol (Nyugati és
Eszaki-Kéarpatok Szlovakiaban, Keleti és Déli-Karpatok, valamint Bihar-hegység, Romania)
(21. abra). A teljes genomi DNS-t etanolban tarolt vagy fagyasztott szovetekbdl (farokvég) a
Qiagen DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével izolaltuk.
Annak megallapitasara, hogy populacioink melyik mtDNS-vonalhoz tartoznak, a
mitokondrialis D-loop 725 bp hosszii szakaszat amplifikaltuk az L-Pro-ML (5'-
GGCACCCCCAAGGCCAAAATTCT 3) és a H-12S1-ML (5'-
CAAGGCCAGGACCAAACCTTTA 3') primer parral (Steinfartz és mtsai. 2000). A PCR-
reakciok és a szekvenalas részletes leirasat lasd Voros és mtsai. 2016, 4. oldal.

Mivel korabbi vizsgalatokban a mtDNS nem hordozott elegendd felbontast a kozép- és kelet-
eurdpai S. salamandra populaciokon beliili genctikai szerkezet feltarasahoz (Steinfartz és
mtsai. 2000), a nuklearis genom valtozatossagat 10 mikroszatellita-lokusz segitségével
vizsgaltuk, kilenc (Sal E2, Sal E6, Sal E7, Sal E8, Sal E11, Sal E12, Sal E14, Sal 3 és Sal 23)
tetranukleotid és egy (Sal E5) dinukleotid ismétlé motivummal (Steinfartz és mtsai. 2004). A
mikroszatellitdk bebizonyitottdk, hogy potencidlisan alkalmasak a kétéltliek kozelmultbeli
(legalabbis az LGM ota tartd) evolicios torténetének leirasara (pl. Voros és mtsai. 2016, Zeisset
& Beebee 2001). A PCR-reakciok és a fragmenthossz-elemzés részletes leirasat lasd Vords és
mtsai. 2016, 4. oldal.

Eszaknyugati-Karpatok
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21. abra. A Karpat-medencét abrazolo térkép, rajta a 25 S. salamandra mintavételi hellyel. Az Eszaki-
kozéphegység populacioi, és a referencia-populacioként hasznalt Selmeci-hegységbdl és a Kelemen-havasokbol
szarmazo6 populaciok keretbe foglalva részletesebben lathatdak a 23. abran. A bal alsé sarokba beékelt térképen
sotétsziirkével lathaté a foltos szalamandra nagyjaboli elterjedése a Karpat-medencében.
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Statisztikai elemzések

A mitokondridlis D-loop szekvencidkat a STADEN csomag PREGAP4v1.6 és GAP4vi1.2
szoftvereivel szerkesztettiik (Staden és mtsai. 2003), és kézzel igazitottuk egymashoz. A
haplotipusok eredetének azonositasahoz és mas S. salamandra genetikai vonalakkal (Najbar és
mtsai. 2015, Steinfartz és mtsai. 2000) valé 6sszehasonlitashoz Maximum-likelihood t6rzsfat
épitettiink (1000 bootstrap ismétlés és a HKY+I+G szubsztitaciés modell) a MEGAG6 program
felhasznalasaval (Tamura és mtsai. 2013). Az NCBI Genbankbdl szarmazd szekvenciak
azonositd szamai a Voros és mtsai. 2016, S3 abran lathatok, az ebben a tanulmanyban keletkezo
szekvenciak azonosito szamai pedig KX951916-37.

Minden egyes mikroszatellita-lokusz esetében elészor a MICROCHECKER 2.2.2 (Van
Oosterhout és mtsai. 2004) segitségével ellendriztiik a null allélok lehetséges el6fordulasat
minden olyan populaciéban, amit tobb, mint 4 egyed alkotott. Ezen kiviil a l6kuszok kozotti
kapcsolodasi egyenlétlenséget (LD) és a Hardy-Weinberg-egyensulytol valo eltérést az FSTAT
2.9.3.2 (Goudet 1995) program segitségével (1000 permutacio) teszteltiik. A genetikai
valtozatossagot (allélgazdagsag - Ar - és varhato heterozigotasag) az FSTAT segitségével
értékeltik.

Populéci6 N Ho He Ar Fis Atlag Fst
popl 5 0767  0.613 2386 -0.198 0.249
pop2 30 0602 0607 2366 0017 0.190
pop3 33 0549 0569 2256  0.043 0.236
pop4 8 0.452  0.458  2.016  0.045 0.338
pop5 15 0563 0573 2289  0.035 0.253
pop6 10 0552 0520 2158  -0.036 0.268
pop7 15 0566  0.626 2421  0.113 0.157
pops 13 0497 0442 1956  -0.103 0.236
pop9 45 0333 0351 1712  0.055 0.298
pop10 23 0526 0555 2234  0.063 0.158
popl1l 16 0354 0422 1888  0.175 0.216
pop12 8 0381 0452  1.967  0.190 0.207
pop13 8 0546  0.546  2.188  0.033 0.243
popl4 22 0410 0417  1.894  0.028 0.230
pop15 16 0403 039  1.840  -0.001 0.252
popl6 9 0556  0.508  2.052  -0.065 0.221
popl7 6 0.444 0461  1.982  0.082 0.206
pop18 15 0490 0487 2044  0.010 0.231
pop19 23 0507 0518  2.096  0.033 0.272
pop20 2 0611 0431 1932  -0.294 0.271
pop21 9 0.463 0502  2.054  0.107 0.295
pop22 9 0.630  0.630 2453  0.030 0.178
pop23 2 0722 0431  1.998  -0.592 0.287
pop24 5 0.493  0.643 2498  0.290 0.205
pop25 2 0.444  0.306  1.606  -0.333 0.340

6. tablazat. A 25 S. salamandra populacido kozotti genetikai valtozatossig mérészamai. N=mintaszam;
Ho=megfigyelt heterozigotasag; He=varhaté heterozigdtasag; Ar=allélgazdagsag; Fis=fixacios index; Atlag
Fst=az Osszes Fst érték atlaga az adott populaciora.
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Helyi-szintii fixacios indexeket (Fis) szamoltunk, és permutacioval (1000 ismétlés) teszteltiik a
nullatol valo szignifikdns eltérést az FSTAT segitségével. A molekularis varianciaeclemzést
(9999 permutacioval tesztelt AMOVA) a GENALEX 6.501 (Peakall & Smouse 2012)
programmal végeztiik el az 6t f6 régid (keleti populaciok, Bihar-hegység, Nyugati-, Keleti- és
Déli-Karpatok) kozott €s harom kiilonbozé szinten (egyed, populacio és globalis). A populaciok
differencidlodasat az FSTAT programban szamitott F-statisztikdval (Fst) vizsgaltuk, a paros
Osszehasonlitasok szignifikanciajat pedig egzakt teszttel (Goudet és mtsai. 1996) végeztiik 1000
ismétléssel. Mantel-tesztet végeztiink annak értékelésére, hogy tortént-e tavolsag-alapu
izolacio, a korrigdlt genetikai [Fst/(1-Fst)] és foldrajzi [In(tavolsag)] tavolsagok
felhasznalasaval, Rousset (1997) leirasa alapjan. A populaciok kozotti genetikai tavolsagot a
Cavalli-Sforza és Edwards Dc tavolsag (Cavalli-Sforza & Edwards 1967) segitségével is
kiszamoltuk, a filogenetikai rekonstrukciot pedig a POPULATIONS 1.2.28 (Langella 1999)
segitségével alkottuk. Hasonloképpen, a GENALEX segitségével futtattunk fokomponens
elemzést (PCoA), a populaciok kozotti rokonsagi viszonyok 2D formatumban torténd
megjelenitése érdekében. A populacio-szerkezetre a STRUCTURE 2.2.3 (Pritchard és mtsai.
2000) programban implementalt, tobb-lokuszu genotipusadatokon alapuld klaszterezési
modszerrel kovetkeztettiink, nem-keveredési (non-admixture) modellel és 600 000 ismétléssel.
Tiz fiiggetlen futtatast végeztiink K 1 és 25 kozotti értékekre. A klaszterek szamat (K) mind a
legmagasabb InProb(D) érték, mind a masodrendii valtozasszam (second order rate of change
value) értéke alapjan hataroztuk meg (Evanno és mtsai. 2005). Mivel a STRUCTURE érzékeny
az egyes populaciok mintaszam értékeire (Puechmaille 2016), ugyanazokat a szimulacidkat
lefuttattuk gy, hogy populacionként maximum 12 mintat vettiink figyelembe. A tajgenetikai
(landscape genetics) elemzéseket a Geneland 4.0 (Guillot és mtsai. 2005) segitségével is
elvégeztiik. Ezzel a mddszerrel tiz fiiggetlen, 100 000 ismétlésbol allo futtatast alkalmaztunk
(ritkitas 100 szimuldcionként), és az elsd 10%-ot elvetettiik. Végiil a BARRIER 2.2 szoftverbe
(Manni és mtsai. 2004) beépitett Monmonier-féle maximum-kiilonbség algoritmust
(Monmonier 1973) hasznaltuk a mintavételi helyek kozotti erés genetikai fragmentaltsagbol
ered0 lehetséges foldrajzi akadalyok azonositdsdra. Ehhez az elemzéshez egy Delanuay-
haromszogelési halozatot (Brassel és Reif 1979) épitettiink a szomszédos populaciok
Osszekotésére, és a Monmonier-féle maximalis kiilonbség algoritmust (Monmonier 1973)
hasznaltuk a genetikai elhatarolasok meghatarozasara a populaciok paronkénti genetikai
kiilonbségei alapjan. Az egyes mikroszatellita-markerek Fst-értékeit kiillon szamitottuk ki, és
ezeket hasznaltuk a konszenzushatarok meghatarozéasahoz.

Mivel f6 kérdéseink az Eszaki kozéphegység és a szomszédos magyarorszagi teriiletek (pop7-
t6l pop18-ig) torténetére iranyultak, a Mantel-tesztet, a STRUCTURE ¢és a Geneland elemzést
elvégeztiik megegyez0 beallitasokkal, de csak ezen populaciok adataival is, a Nyugati-, illetve
a Keleti-Karpatokbol szarmazo referenciapopulaciokat (pop7 és pop22) is bevonva.

Hogy feltarjuk a foltos szalamandra kolonizacios torténetét a Karpat-medencében, tobb
elméletet teszteltiink a kozelitd Bayes-szamitas (Approximate Bayesian Computation, ABC)
segitségével, a DiyABC 2.1 szoftverrel (Cornuet és mtsai. 2008). Az ABC elemzés célja a
genetikai és demografiai paraméterek utdlagos eloszlasanak meghatarozasa, adott demografiai
modell mellett, szimulalt genetikai adatsorok segitségével (Beaumont és mtsai. 2010;
Beaumont és mtsai. 2002). Az ABC az 6sszefoglalo statisztikak kiszamitasan alapul (Csilléry
¢és mtsai. 2010); ehhez a vizsgalathoz figyelembe vettiikk az atlagos allélszamot, az atlagos
géndiverzitast, az atlagos méret-varianciat, a 1okuszok kozotti, valamint két minta kozotti
atlagos M-indexet (Garza ¢s Williamson 2001), az Fst-értékeket, az atlagos osztalyozasi
indexet, a (dp)? tavolsigot, az 4atlagos allélszdmot, az 4tlagos géndiverzitast, az 4tlagos
allélméret varianciajat és a kozos alléltavolsagot. A legjobb elméletet direkt és logisztikus
regresszios becsléssel valasztottuk ki.
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A szimulaciokat 5x10° ismétléssel végeztiik és 6t elméletet teszteltiink:

1) az Eszaki-kozéphegység és a Karpatok populacioi (pop7, 18 és 22) egyidejiileg valtak szét
egymastol;

2) az Osszes izolalt északi-kozéphegységi populacido egyszerre valt szét a Karpatok
populacioitol (pop7, 18 és 22);

3) hasonlo az ¢l6z6 elmélethez, azzal a kiilonbséggel, hogy a Dunatol nyugatra 1évo két
populacié (pop8 és pop9) elézetesen elszigeteldott az Eszaki-kozéphegységtdl;

4) az 6sszes Karpatokbol szarmazo populacio (pop7, 18 és 22) és a Dunatdl nyugatra 1évo két
populacid (pop8 és pop9) egyidejiileg valt le az Eszaki-kozéphegység déli (popl0, 12 és
popl4-15) és északi (pop13,16-17) részEtdl; és

5) hasonl6 az el6z6 elmélethez, de pop8 és 9, valamint pop7, 18 és 22 kdzos 6ssel rendelkeznek
(22. abra). A teljes populacioméret minden 1épésben allando volt, kivéve a pop9-et, ahol a
2) és a 3) szcenaridk soran egy-egy populacioméret-modositas megengedett volt.
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22. abra. A DiyABC 2.1 (Cornuet és mtsai. 2008) szoftverrel tesztelt 6t kolonizacids elmélet az Eszaknyugati- és
Keleti-Karpatok populacidival. A szaggatott vonal a S. salamandra folytonos elterjedési teriiletét jeloli a
Karpatokban. A populaciok szamozasa a 21. abra és Vords és mtsai. 2016., 1. tablazat jeloléseit koveti.
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Eredmények

A mitokondrialis D-loop nem bizonyult valtozatosnak a vizsgalt populaciokban. A 725
bazisparnyi szakaszon a 22 mintaban csak egy variabilis pozicidt (T/C atmenet) talaltunk,
amely 0sszesen két haplotipust hatarozott meg. Az egyedek tilnyomo tobbsége ugyanabbol a
mitokondrialis (C vonalhoz tartozd) vonalbdl szarmazott, amelyet mas nyugat-europai foltos
szalamandra-populéaciokban is talaltak (Najbar és mtsai. 2015, Steinfartz és mtsai. 2000). Csak
egy Bihar-hegységbdl szarmaz6 példany (pop19) adott egy masodik haplotipust, amely szintén
ugyanahhoz a vonalhoz tartozott (Vo6ros és mtsai. 2016, S1. abra).

Fékoordinata elemzés (PCoA)
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23. abra. A mintazott populaciok kozotti elkiloniilés A: Fékomponens-elemzéssel (PCoA), GENALEX
programmal futtatva; B: K6z6s allélokon alapuld szomszéddsszevond (neighbor-joining) térzsfa (a Cavalli-Sforza
és Edwards Dc tavolsagok a POPULATIONS szoftverrel szamolva); és C: A S. salamandra minték klaszterezése a
Geneland altal megallapitott K=4 esetén (nem-Kkorrelalt allélgyakorisag és nem-keveredési modellel szamolva). A
populaciok hovatartozasanak valoszinlisége a szinarnyalat sotétedésével novekszik (0.5, 0.45, 0.4 és 0.35
valosziniliségi vonalak lathatéak a pontok koriil; az eredeti Geneland futasi eredmények a Vords és mtsai. 2016,
S5 abran lathatéak). Az egy Geneland klaszterhez tartozé mintakat azonos szimbolummal jel6ltiik.

A 349 egyed tiz mikroszatellita-10kusz elemzése soran a Sal2 16kuszban null allélokat (a 22
vizsgalt helybdl 8-ban) észleltiink; ennek kovetkeztében a tovabbi elemzéseket a kilenc masik
lokusszal végeztiik. A kilenc mikroszatellita kozott nem talaltunk kapcsolatsagot. Az egyes
populaciok genetikai valtozatossagat a 6. tdblazat mutatja be. Mivel az allélok szamat erGsen
befolyasolja a mintdk szama, csak az allélgazdagsag, valamint a megfigyelt és a varhatd
heterozigotasag hasznos a populaciok Osszehasonlitasahoz. Néhany populacio alacsony
genetikai valtozatossagot mutatott, kiilondsen a pop9, amelynek Ar értéke 7,5-41%-kal, a
varhat6 heterozigotasag értéke pedig 13-78%-kal alacsonyabb volt, mint a k6zéphegységbdl
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szarmazo tobbi populacid esetében. Némelyik régioban a beltenyésztettség (Fis alapjan) jelei
mutatkoztak, de ez csak a pop24 esetében volt szignifikans. Szamos populacio egy vagy két
privat allélt mutatott (3 a pop3-ban), de a pop7-ben kiilondsen sok (4) privat allél volt.

A viltozatossag legnagyobb része (63%) a populacidkon beliil volt megfigyelhetd, mig a 11%-
at a 25 mintavételezett foldrajzi populécio, 26%-at pedig a régiok kozott mértiik. A populdciok
kozotti legtobb paronkénti Fst-0sszehasonlitas szignifikans volt, az értékiikk Fst=0,034 (pop3
¢és pop5S kozott) és Fst=0,479 (pop4 és pop9 kozott; Vords és mtsai. 2016, 3. tablazat) kozé
esett. Csak a 20., 23., 24. és 25. populaciobol szarmazo Fst-értékek nem voltak szignifikansak
az egyedek korlatozott szama miatt.
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24. abra. A 21. dbran kerettel kijelolt mintavételi helyek a Karpat-medencében, a STRUCTURE 2.3.3 szoftver altal
meghatarozott klaszterezésiik, és a BARRIER 2.2. szoftver altal felrajzolt génaramlasi akadalyok. A szamok a
foldrajzi populaciokat jelolik (pop7 - 22). A kordiagrammok a STRUCTURE szoftver altal meghatarozott genetikai
klaszterek aranyat jelolik K=4 esetén. A STRUCTURE oszlopdiagrammon minden oszlop egy egyedet jelol (n=205),
amelyek a genetikai klaszterek aranyaban vannak felosztva. A foldrajzi populaciok kozotti fekete vonal vastagsaga
és a sarkokban 1év6 apréd szamok nagysaga a BARRIER 2.2. szoftver altal megadott genetikai szakaszossag
(discontinuity) mértékét mutatja.

A teljes adatsorbol épitett, genetikai tavolsagon alapuld filogeografiai rekonstrukciot a 23B
abra mutatja be. A nyugati alloméanyok egy csoportot alkotnak, mig egyes északi és nyugati
allomanyok keverednek egyméssal. A PCoA hasonlé eredményeket mutatott (23A 4bra). A
STRUCTURE szimulaciéi 2 klasztert (delta K értéket haszndlva) és 11 klasztert (a
legmagasabb InP(D) modszerrel; lasd Vords és mtsai. 2016, S2. é4bra) tdmogattak. A
populacionként maximum 12 egyedet vizsgalo elemzések nagyon hasonl6 eredményt hoztak: 2
f6 klaszter (delta K értéket hasznalva) és 12 klaszter (a legmagasabb LnP(D) moédszerrel). A
Geneland-elemzés 4 klaszter eléfordulasat sugallta (23C abra és Vords és mtsai. 2016, S5.
dbra). Az Eszaki-kozéphegységen belil a STRUCTURE-elemzésben a legnagyobb
valosziniiséget a K=4 képviselte, de a K=5 is hasonlo értéket mutatott (Voros és mtsai. 2016,
S3 abra). A 4 klaszter elkiilonitette a popl1+12+14+14+15+17 (Eszaki-kozéphegység déli
része), popl3+16 (Eszaki-kozéphegység északi része), pop8+18+22 (Pilis, Zemplén és
Kelemen-havasok) és pop9 (Budai-hegység; 24. abra) régiokat. A pop7 és popl0 tobb klad
kozott keveredett. A populacidnként maximum 12 egyedet tartalmazé adathalmaz
felhasznalasaval az eredmények hasonloak voltak, a legjobb valdszintiséget a K=5 ¢és K=4
kaptak (Voros és mtsai. 2016, S4. abra).

A Geneland nagyon hasonl6é mintazatot mutatott ebben a régioban, és 4 klasztert eredményezett
(Voros és mtsai. 2016, S6. abra).
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Szétvalasi

\ Generaciék 95% ClI Evek 95% CI
esemeny
ta 5890 967 - 13300 41230 6769 - 93100
th 6900 1960 - 12900 48300 13720 - 90300
ti 1350 314 - 4130 9450 2198 - 28910
td 7870 2130 - 13800 55090 14910 - 96600
tc 16200 7750 - 27500 113400 54250 - 192500

7. tablazat. A régiok (13 populacio 349 mintaja) kozotti szétvalas idejének becslése a DiyABC 2.1 (Cornuet és
mtsai. 2010) szoftver segitségével. A szétvalasi iddpontokat a generaciok szamabol kalkulaltuk, 7 éves generacios
id6vel szamolva.

Végiil, a BARRIER-elemzések megerdsitették a pop10+11+12+14+15 (Eszaki-kozéphegység
déli része) egy csoportba sorolasat, és a szomszédos populaciok (pop8, pop9, popl3, popl6 és
Az ABC-elemzésekben mind a kézvetlen, mind a logisztikus regresszid az 6todik elméletet
valasztotta a legvaloszinlibbnek (56,8%), a logisztikus regresszids becsléssel a masodik
valasztas (33,3%) a negyedik elmélet volt (22/4 abra). A szimulacid azt is megmutatta, hogy a
szalamandra-populaciokban jelentds allomanyndvekedés ment végbe (Ntotal = 487.290) a
torténelmi populdcidkhoz képest (N = 63.100). Az északi-kozéphegységi és a Karpatok
populacidi kozotti szétvalast 16200 generacios idére (113400 év) becsiiltiik. A pop8 és a pop9
elszigetelddése meglehetdsen régi (kb. 7870 generacids idé (55900 év)). A legtobb északi-
kozéphegységi populacio kozotti szétvalas a déli részen 6900 generacios id6 (48300 év) és az
¢északi részben 1350 generacids id6 (9450 év) kozott valtozik, mig a Karpatok populdcioi
kozotti szétvalas nagyjabol az Eszaki-kozéphegység déli populacioval egy idében tortént (kb.
5890 generacids iddvel ezeldtt (41230 év)). A generdcios idot (a szaporodd ndstények atlagos
¢letkora) 7 évben hataroztuk meg Rebelo és Leclair (2003) szkeletokronoldgiai adatai alapjan
(7. tablazat). Végiil, az atlagos mutacios ratat 7,30 10-6-ra becsiiltiik (2,90E-06 - 1,71E-07).

Diszkusszio

A Karpat-medencében és kornyékén €16 Salamandra salamandra populaciok atfogod genetikai
vizsgalata jelentds, a kdzelmultban tortént szétvalast mutatott ki. Mig a mitokondrialis DNS
kivalasztott szakasza a populdciok hasonlosdgat mutatta €s ezzel a k6zos evolicids eredetre
utalt, addig a mikroszatellitak vizsgalata kozelmultbeli (jelen és 100.000 év kozotti)
elkiilontilést sugallt. Az Osszes populaciot egyben elemezve a mintdk két fo klaszterbe
csoportosultak, egy nyugati (alpesi, beleértve az Alpokbol, a Medvednica-hegységbdl és a
Dinari-karsztb6l szarmazé mintakat), és egy keleti (karpati, beleértve az Eszaki-
kozéphegységbdl, valamint a szlovak és romaniai Karpatokbol szarmazo mintakat) klaszterbe.
Ez tovabb erdsiti azt a mintazatot, amit szamos mas faj is képvisel, miszerint az Alpokbdl és a
Karpatokbol szarmazo populaciok hossza 6nalld evoltcios multtal rendelkeznek (pl. Bombina
variegata, Voros és mtsai. 2006).

A keleti klaszteren beliil a Geneland tovabbi harom csoportot kiilonboztetett meg: a
Kérpatokhoz tartozo mintakat, az Eszaki-kozéphegység déli peremén elszigetelt populaciokat
¢s a Bihar-hegységb6l szarmazd populaciot, ami aldtamasztja a perempopulaciok
elszigetelodésének elméletét. A Bihar-hegységben, ahogy az alpesi gbte (lchthyosaura
alpestris) filogeografiajarol szolo fejezetben is taglaltuk, magas az endemizmusok szama (pl.
foldigilisztak (Pop és mtsai. 2010), vizi rovarok (Balint és mtsai. 2011), vagy a kékpettyes
labatlangyik esetében (Gvozdik €s mtsai. 2013, Szabo €s Vords 2014)), ami annak kdszonhetd,
hogy ez a hegység a Karpatok hegyvonulatain beliil egy a harmadidészak ota foldrajzilag
elszigetel6dott biogeografiai egység.

Az Eszaki-kozéphegységen beliil jelentés strukturalodast mutatott az Osszes klaszterezési
modszer, a STRUCTURE, a DiyABC-vel végzett szimulacio és a Geneland, valamint a
paronkénti Fst-Osszehasonlitdsok, €s tobb populacid elkiiloniilését a Barrier-elemzés is
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megerdsitette. Osszegezve az eredményeket, a Visegradi-hegység és a Budai-hegység, valamint
az Eszaki-kozéphegység déli perempopulaciéi genetikailag elkiiloniilnek a tébbi populaciotol.
Szemben a Karpatok f6 vonulataval, ahol a mintazott populacidk (7, 22-25) a nagy foldrajzi
tavolsagok ellenére jelentds genetikai hasonlésigot mutattak, az Eszaki-kozéphegység déli
régidja rendkiviil fragmentalt genetikai strukturaval rendelkezik. Annak ellenére, hogy ezek a
populaciok kozel vannak egymashoz (10-30 km), a génaramlas korlatozott az Eszaki-
kozéphegység déli (11, 12, 14, 15 és 17 populaciok) és északi (13, 16 és 18 populacidk) része
kozott. Ez a differencialodas a 16. és 17. populaciok kozott volt a legkifejezettebb az Aggteleki-
karszt teriiletén. Ez a két vizsgalt populacié 10 km-re fekszik egymastol, és egy Osszefiiggd
erdorendszer koti 0ssze dket, amely nagyon hasonl6 €él6helyeket biztosit a szalamandralarvak
szamara az allando vizii patakokban. A két hely kozott nem talalhatok olyan nagyobb térbeli
akadalyok, amelyek gétolndk a kifejlett szalamandrak vandorlasat. Az egyetlen foldrajzi
struktara, amely befolydsolhatja az elterjedésiiket az a Bodva-folyo volgye, ami egy potencialis
terjedési folyosot jelenthet a szalamandrak szamara. Steinfartz és mtsai. (2007) magas genetikai
hasonlosagot mutatott ki egy 250 km? teriileten é16 szalamandra-populaciéban a németorszagi
Eifel erdében, viszont jelentds genetikai kiilonbséget allapitott meg foldrajzilag kozel é16
populacidk esetében (Kottenforst). A szerzok azt vetették fel, hogy a kiilonbséget okozhatja a
specifikus él6helyhez torténd adaptacio, €s az asszortativ parvalasztas egyiittes hatasa.

Annak ellenére, hogy a Visegradi-hegység a Dunatol nyugatra fekszik, foldrajzilag az Eszaki-
kozéphegységhez tartozik. A Visegradi-hegység ¢és a Borzsony kozos vulkani eredeti,
nagyjabol 15 millio évvel ezel6tt alakultak ki (Pécskay és mtsai. 1995). A két hegységet a
pleisztocén végén a Duna-kanyar kialakulasa valasztotta el egymastol (Karatson 2015). A nagy
vizrendszerek nem igazan kedvezd €é16helyek a szalamandra szdmara, és a folydkon valo atkelés
is akadalyt jelent szamukra, ez magyarazhatja a Visegradi-hegység és a Budai-hegység
szalamandra-populacidinak genetikai differencialodasat.

A Budai-hegységben €16 populacio mutatta a legalacsonyabb genetikai valtozatossagot. Ezt az
elszigetelt kis populaciot 2008-ban fedezték fel Gjra Budapest kiilteriiletén, ahol a fajt azel6tt
utoljara 1918-ban lattak (Méhely 1918). Bar a S. salamandra jo diszperzids képességgel
rendelkezik (Schmidt és mtsai. 2007, Schulte és mtsai. 2007), és néha még az orszagutaknak
sincs hatasa a populaciok differencialodasara (Bani és mtsai. 2015, Steinfartz és mtsai. 2007,
Straub és mtsai. 2015), ezt a kis budapesti populaciot, amely becslések szerint néhany ezer
egyedbdl all (Kiss és mtsai. 2021), teljesen koriilzarja a varos. Figyelembe véve a megfeleld
¢léhelyek hianyat, a legkozelebbi, 21 km tavolsagban €16 (Visegradi-hegység) populacioval
nem valdszinli a génaramlas. A kis maradvanypopulaciot veszélyezteti a fovaros dinamikus
fejlédése az elmult 150 évben, amely feldarabolta a faj elterjedését a Budai-hegységben. A
génaramlas hianya és a foldrajzi elszigeteltség lehet a felelés a kiilonosen alacsony genetikai
valtozatossagért.

A Wiirm-eljegesedés utani kolonizacios torténet

Az Eszaki-kozéphegység és a vizsgalt karpati S. salamandra populaciok legvalosziniibb
kolonizacios torténete az ABC-elemzés alapjan négy fliggetlen folyamattal irhato le, amelyek
az utolso glacialis maximum (LGM) idészakara nyulnak vissza. Az északi-kozéphegységi és a
karpati szalamandra-populaciok szétvalasa a kdzépso pleisztocén vége koriil kezdddhetett. A
pleisztocén vége felé a Dunakanyar kialakulasa elvalasztotta a Visegradi-hegységet ¢s a Budai-
hegységet, ami a szalamandra-populaciok elszigetelddését is okozta. Mig a Karpatok
szalamandra-populacioi kozotti szétvalas szintén a pleisztocén végére nyulik vissza, addig az
¢északi-kozéphegységi populaciok kozotti szétvalas sokkal Gjabb keletli, és egybeesik az LGM
végével (48300 év), ami megegyezik a Wiirm/Weichsel-jégkorszakok viszonylag enyhe
interstadialis id6szakaval. Ezek az eredmények bizonyitékul szolgalnak a S. salamandra
eljegesedés alatti talélésére a Karpatok mérsékelt égovi erdeiben. Mivel a Karpatok kozépso és
als6 magaslatai jégmentesek maradtak az LGM soran (Reuther és mtsai. 2007), szamos
hidegkedvelé és mérsékelt égovi faj szamara fontos extra-mediterran menedéktertiletiil
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szolgaltak (Kotlik és mtsai. 2006, Pecsenye és mtsai. 2016, Schmitt & Varga 2012, Theissinger
és mtsai. 2013). A gleccser visszahuzodasat kovetéen az éghajlat felmelegedése a
szalamandrakat Magyarorszag alacsonyan fekvé hegységeinek magasabb régidiba mozgatta,
foldrajzilag elvalasztva egymastol ezeket a marginalis populaciokat; ez a hatas nem kovetkezett
be a magasabb fekvésii f6 karpati hegyvonulatokban. A foldrajzi és genetikai elszigetelodés
tovabb folytatddik a populéciok antropogén tényezdk miatti fragmentdlodasaval, kiilondsen a
Budai-hegység teriiletén, amely jo példa arra, hogy az urbanizacié hogyan sodorja a kihalas
sz¢lére a kétéltiipopulaciokat.

A'S. salamandra mikroszatellita-markerek altal megrajzolt genetikai mintazata nagyon hasonlit
a biikk (Fagus sylvatica, Linnaeus 1753) evolucios torténetére. Fosszilis és genetikai adatokra
alapozva Magri és mtsai. (2006) harom jelentés menedékteriiletet hatarozott meg, ahonnan a
populaciok wjra benépesithették Kozép-Europat. Az egyik menedékhely Szlovénia és az
Isztriai-félsziget teriiletén lehetett, ahonnan a biikk a Keleti-Alpok és Nyugat-Magyarorszag
felé terjedhetett vissza. Dél-Csehorszag teriilete lehetett a Karpatok biikkpopulacioinak
szarmazasi helye, a Bihar-hegységet pedig elszigetelt refugiumként jellemezték, ahonnan a
populacidk nem terjedtek tovabb.

Szamos kontinentalis faj elterjedését nem csak az alacsony hémérséklet, hanem a pleisztocén
jégkorszakok alatti csapadékhiany is korlatozta (Schmitt 2007). Ez igaz lehet a foltos
szalamandréra is, amely a rendkiviil hideg telekkel jellemezhetd magashegységekben terjedt el
(Cogilniceanu és mtsai. 2013). gy az Alpok és a Karpatok, valamint a Kéarpat-medencében
kialakult mozaikos erddssztyepp vegetacié (Varga 2010), mint a hidegtlird fajok legfontosabb
menedékteriiletei megfelelé éghajlati és ¢léhelyi feltételeket biztosithattak a foltos
szalamandra-populaciok szamara az utolso eljegesedési id6északban.
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3. A barlangi vakgéte (Proteus anguinus) kornyezeti DNS-alapti kimutatasa és
populaciostrukturaja a Balkan-félszigeten

A barlangi vakgéte, Proteus anguinus Laurenti, 1768, (Caudata: Proteidae) (25. abra), az
elsdként leirt barlangi allatfaj, és az egyetlen europai troglobiont (teljes mértékben a barlangi
kornyezethez alkalmazkodott) gerinces faj. A Dindri-hegység szubterran karsztrendszerében ¢l
az olaszorszagi Trieszt kornyékétdl, Szlovénian ¢és Horvatorszdgon keresztiil Bosznia-
Hercegovinaig (Kletecki és mtsai. 1996, Sket 1998). Betelepitett allomanyai élnek a Francia
Nemzeti Kutatokdzpont (CNRS) foldalatti laboratériumanak barlangrendszerében, és egy
kisebb allomanya talalhatdo a németorszagi Hartz tartomany egy barlangjaban (Parzefall és
mtsai. 1993). Troglomorf tulajdonsagai (Dumas & Chris 1998, Schlegel & Bulog 1997), hosszu
¢lettartama (Voituron és mtsai. 2011), 6kologiaja (Durand & Delay 1981) és viselkedése
(Uiblien és mtsai. 1992, Durand & Parzefall 1987) miatt a barlangi vakgéte mar régdta vonzza
a kutatok figyelmét. A faj védett Olaszorszadgban, Szlovénidban és Olaszorszadgban, az [UCN
voros listajan a veszélyeztetett fajok kozé soroljak (Arntzen és mtsai. 2009) és 19. helyen
szerepel az EDGE of Existence program listajan (a Londoni Zooldgiai Tarsasag (ZSL) altal
vezetett globalis természetvédelmi kezdeményezés, amelynek célja, hogy azonositsa a vilag
evoluciés  szempontbol  legkiilonlegesebb  és  globdlisan  veszélyeztetett  fajait
(http://www.edgeofexistence.org/)) (Safi és mtsai. 2013).

A Proteus egy monotipikus nemzetség, amely a monofiletikus Proteidae csalddon beliil
mintegy 55,8 milli6 évvel ezel6tt differencialodott legkdzelebbi rokonaitdl, az észak-amerikai
barazdasg6téktdl (Necturus) (Zhang & Wake 2009). A Proteus nemzetség evolucios
torténetérdl a mai napig keveset tudunk. Korabbi tanulmanyok azt mutattak, hogy az elterjedési
tertiletén a Dinari-karszt kiilonb6z6 hidrografiai teriiletei kozott a barlangi vakgdte allomanyok
kozott jelentds genetikai (mtDNS) kiilonbség van (Goricki & Trontelj 2006, Trontelj és mtsai.
2007, 2009). A térben ¢s id6ben eltérd kolonizacids események magyardzhatjak a faj jelenlegi
elterjedését és genetikai divergenciajat, hasonldéan ahhoz, amit az Asellus aquaticus esetében is
megfigyeltek az északnyugat-Balkanon (Sket 1997, Verovnik, Sket & Trontelj 2004). A
barlangi populaciok kozotti genetikai eltérés nagyobb volt, mint a felszini formak kdzotti, mivel
a kiilonb6z6 barlangrendszerek kdzott nincs génaramlas (Bradic és mtsai. 2012).

© Dusan Jeli¢/ZSL

25. abra. Barlangi vakg6te, Proteus anguinus. Foto: Dusan Jeli¢.
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A faj evollciés torténetét az teszi izgalmassa, hogy délkelet Szlovénidban létezik egy
pigmentalt, funkcionalis szemekkel rendelkezd allomanya (Bizjak Mali & Sket 2019, Goricki
& Trontelj 2006, Ivanovi¢ és mtsai. 2013, Sessions és mtsai. 2015). A fekete szinii barlangi
vakgote is szubterran életmodu, de gyakran fordul el6 karsztforrasokban, és inkabb a felszinhez
kozeli ¢lohelyeket kedveli (Culver & Pipan 2014). Fosszilis leletekre alapozva nagy
valoszintiséggel az 6si Proteid gbték a jelenleginél joval szélesebb elterjedésiick voltak
Eurazsiaban (Estes & Darevsky 1977, Venczel & Codrea 2018), és felszini vizekben fordultak
eld (Venczel & Codrea 2018). Bar a Proteus teljesen eltlint a felszini vizekbdl, feltételezheto,
hogy az Ose ¢éjszakai életmodu és a fekete szinvaltozati vakgdtéhez hasonld morfoldgiaval
rendelkezhetett. Recknagel és mtsai. (2023) mtDNS és genomszinti SNP-vizsgalatok alapjan
azt valoszintsitette, hogy a Proteus 6si, felszini formaja egylépéses tranzicid soran alakult at a
barlangi formava, majd egy Ujabb evolicios 1épéssel alakult vissza a fekete szinvaltozata
formava. A felszini populaciok eltiinését a pliocén szaraz idészakahoz €s a pleisztocén ciklikus
eljegesedéseihez kotik, csakiugy, mint szamos egyéb édesvizi csoport esetében (Harzhauser &
Mandic 2010).

3.1. A barlangi vakgdte kornyezeti DNS-alapt kimutatésa

A szubterran fauna megfigyeléséhez, kiilondsen a ritka vagy nehezen hozzaférhetd fajok
esetében, elengedhetetlenek a hatékony felmérési modszerek. Mivel a barlangi ¢l6helyeken a
hagyoményos felmérési technikdk gyakran nem alkalmazhatdak, érzékenyebb és kevésbé
invaziv modszerekre van sziikség (Jerde és mtsai. 2011). Az ¢ldlények kornyezeti DNS
(eDNS)-alapu kimutatasat jelenleg széles korben alkalmazzak vizi kornyezetben, de a gerinces
fajok elterjedésének felmérésében rejld elonyeit kevesebb, mint két évtizeddel ezeldtt ismerték
csak fel (Ficetola és mtsai. 2008). Azota az eDNS alkalmazasa népszertivé valt (Rees és mtsai.
2014), kiilondsen, hogy genom- és k6zosségi-szintli szekvenalasi modszerekkel vald parositasa
bonyolultabb bioldgiai kérdésekre is valaszt adhat (Cristescu 2014, Shaw és mtsai. 2016,
Takahashi ¢és mtsai. 2023, Thomsen ¢és mtsai. 2012a). Nagy érzékenységének ¢és
specifikussdganak koszonhetéen a moddszer kiilondsen elonyds a ritka vagy szaporodasi
iddszakon kiviil nehezen észlelhetd kétéltiifajok kimutatasara (Dejean és mtsai. 2011, Ficetola
¢és mtsai. 2008, Goldberg és mtsai. 2011, Pilliod és mtsai. 2014, Thomsen és mtsai. 2012b). Az
eDNS-moddszer kivételesen hasznos a szubterran kutatdsokban, mert lehetdséget teremt a
nehezen megkozelithetd €lohelyeken eléfordulo allatok felmérésére.

Irodalmi adatok, hagyoményos felmérési modszerek (példaul a vizualis felmérésen alapulo
megfigyelések), barlanglatogatasok, barlangi bavarok altal végzett felmérések vagy barlangi
aradaskor felszinre mosott példanyok alapjan Horvatorszagban 76 barlangbo6l ismerik ezt az
emblematikus fajt (Jelic és mtsai. 2012). Mivel ez csak egy kis téredéke az orszagban talalhatd
mintegy 7000 barlangnak (Bozi¢ 2014) - amelyek tobbsége ember szamara megkozelithetetlen
-, @ P. anguinus valdsziniileg az eddig ismertnél joval elterjedtebb. Vizsgalatunk célja volt egy
hatékony eDNS-alapt médszer kidolgozéasa a barlangi vakgdte kimutatasara és ismert vagy
feltételezett  el6fordulasi helyek  mintavételezése a  Dinari-karszt  barlangjaibol
Horvéatorszagban, hogy a faj megdérzéséhez egy nem-invaziv modszert tegylink elérhetéve.

Modszerek

Markerfejlesztés

60-80 bazispar hosszl szakaszara az NCBI Genbankban talalhat6 dsszes elérhetd, a faj ismert
elterjedési teriiletét lefedd, P. anguinus szekvencia (DQ494754.1 - DQ494786.1)
felhasznalasaval. Hogy csokkentsiik a barlangi vakgétével egylitt potencialisan eléfordulo
kétéltiifajok DNS-ével vald keresztamplifikacio esélyét, a primerek kotShelyeinek
kivalasztasakor figyelembe vettik a foltos szalamandra (Salamandra salamandra)
(EU880331.1), sargahasti unka (Bombina variegata) (AY971143.1) és barna varangy (Bufo
bufo) (EU627147.1) kontroll-régioit. A szekvenciakat a BioEdit szoftver 7.0.9.0 verzidjaval
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(Hall 1999), kézzel illesztettiik 6ssze. A megfeleld primerpar kivalasztasa soran a primerek
specifikussagat az ecoPCR szoftverrel (Ficetola és mtsai. 2010) ,,in silico” ellendriztiik a
kovetkezo kritériumok alapjan:

1) csak harom eltérést engedélyeztiink a primerek és a célszekvenciak kozott,

2) a primerek 3’ végén két tokéletes illeszkedésti nukleotidot engedélyeztiink, és

3) az amplikonok minimalis és maximalis szamanak 50 illetve 1500 bazispart allitottunk be

A legmegfelelobb, altalunk ,,mini-barkod”-nak nevezett primer part (Paf8 5'-
GTGGCATATATAAATCTATATGTC-3' és Par§ 5-TRTTATTCGTTTTCTCTAGAG-3')
amely egy 64 bazispar hosszu fragmentumot szaporitott fel, ezutan tobb 1épésben teszteltiik. A
kivalasztott oligonukleotidok fizikai-kémiai paramétereinek kiszamitasahoz az OligoCalc
(Kibbe 2007) programot hasznaltuk. A 64 bp hossz Proteus célszekvencia specifikussagat az
NCBI-GenBank Blast funkcidjanak (Altschul és mtsai. 1990; Benson és mtsai. 2009)
segitségével értékeltiik.

A primerek ,,in vitro” tesztelése

A horvatorszagi Miljacka-barlangb6l szarmaz6 Proteus szévetmintakbol DNS-t izolaltunk a
QIAamp DNAMicrokit (Qiagen, Hilden, Németorszag) felhasznalasaval a gyartd utasitasait
kovetve. Ugyan ezt a mddszert alkalmaztuk a gétével egy éldhelyen leggyakrabban eléforduld
halfajok (Phoxinus lumaireul és Squalius illyricus) és azon kétéltifajok (Bufo bufo, a Bombina
variegata és a Salamandra salamandra) DNS-izolalasara, amelyek a leggyakoribbak azokon a
tertileteken, ahol a gbte a felszin alatti vizekben el6fordul, és amelyek esetében a legnagyobb
az es¢lye a forrasviz ,,szennyezésének”. A PCR-reakciok részletes leirasat lasd Voros és mtsai.
2017 tanulmany 14. oldalan.

A modszer ,.,in situ” tesztelése

A modszer teszteléséhez els6 1épésben a zagrabi allatkert (Zagrab, Horvatorszag) akvariumabol
szdrmazo6 vizmintat hasznaltuk. A mintazott 80 x 50 x 30 cm méretli akvariumban koriilbeliil
60 liter vizben tartottak egy egyedet. A tesztelésbe egy a horvatorszagi Miljacka-barlangbodl
gylijtott vizmintat is bevontunk, ahol a Proteus jol ismert, jelentds allomanya él. A 2 liter
vizmintat HydroTech vakuumszivattyaval (Biorad, Hercules, USA) steril 0,45 um-es celluldz-
nitrat szlirdpapiron (Kipszer Paraplan, Budapest, Hungary) szirtiik le. A sziir6t apr6 darabokra
vagtuk ¢€s steril elszivofiilke alatt megszaritottuk. A DNS izolalasat a fent emlitett mdédon
végeztikk a gyartd protokoljanak kisebb modositasaval, kétszeres mennyiségit ATL puffer,
proteinaz K, AL puffer és etanol hozzdadasaval, valamint a proteindz-K emésztési 1épés utan
QIAshredder oszlopok (Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznalataval.

A fragment-elemzés érzékenységének fokozasa érdekében a Goldberg és mtsai (2011) altal
javasolt stratégiat alkalmaztuk és a forward primert fluoreszsens festékkel (FAM) jeloltiik meg.
Az amplifikaciot kovetden 1 pul PCR-terméket GS500 méretstandarddal és Hi-Di Formamiddal
(Applied Biosystems, Foster City, USA) kevertiink, és egy ABI3130 Genetic Analyzer gépen
(Applied Biosystems, Foster City, USA) futtattunk le. A 60 bp hosszisagi fragmentet a
GeneMarker v.1.80 szoftver (Softgenetics, State College, USA) segitségével azonositottuk.
Mivel a célfragment hossza a Sanger-modszer felbontoképességének alsé hataran volt, az
amplifikalt termék megerdsitése nem volt lehetséges direkt szekvenalassal, ezért a
fragmentumot a pGEM-T Easy plazmidvektorba klonoztuk (Promega, Madison, USA), majd
ujraszekvenaltuk. Minden egyes minta esetében négy PCR-ismétlést végeztiink. A kimutatas
érzekenységét ismert mennyiségli Proteus-DNS higitasi sorozatan is teszteltiik (1X (50 ng/ul),
10X (5 ng/ul), 100X (0,5 ng/ul), 1000X (0,05 ng/ul) és 10000X (0,005 ng/ul)).
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A modszer alkalmazésa terepi mintakon

Horvatorszag 15 barlangjabdl gyiijtottiink vizmintakat 2014 nyaran, amellyel lefedtiik a f6bb
régiokat, ahol a faj irodalmi vagy friss észlelési adatok alapjan el6fordul vagy potencialisan
el6fordulhat (Fitzinger 1850, Gottstein Matocec és mtsai. 2002, Kovacevi¢c 1984). A 15
mintavételi helyszint ugy valasztottuk meg, hogy mindegyik egy kiilonallo barlangrendszert
képviseljen (26. abra, 8. tablazat). A mintdkat vagy a barlang belsejében talalhat6 vizbdl, vagy
ha ez nem volt megkdzelithetd, akkor a felszini forrasbol vettiik, ahol a viz elhagyta a barlangot.
Mind a 15 helyszinen kétféle mintavételi modszert alkalmaztunk. Elészor, a kicsapés
modszerhez 15 ml vizet meritettiink, amit 5-szor ismételtiink. Ezeket 5 x 50 ml-es Falcon-
csovekbe gytjtottiik, osszekevertiik 3 M natrium-acetat és 33 mL abszolat etanol-oldattal
(Ficetola és mtsai. 2008). A mintakat azutan laboratoriumba szallitottuk és feldolgozasig -20
°C-on taroltuk.

A kicsapodott DNS és/vagy sejttormelék visszanyerésére a Falcon-csoveket 10 C-on, 8000 g-
vel centrifugaltuk egy 6ran keresztiil. A f6liiliszot dvatosan eltdvolitottuk, és a maradék 5 ml
mintan 10°C-on, 10 percig, ajabb centrifugalast végeztiink. A foliiluszot Gjra eltavolitottuk, és
a maradék egy mL mintat atpipettaztuk egy uj 1,5 ml-es csébe és 10 C-on, 10 percig egy utolsd
centrifugalast végeztiink. Miutdn a foliiluszo nagy részét eltavolitottuk, a csOben maradt oldatot
szobahdmérsékleten Kiszaritottuk, hogy a maradék EtOH elparologjon. Ezutan QlAamp DNA
Micro Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével izolaltuk a DNS-t. A DNS-amplifikaciot
¢s a fragmentelemzést az ,,A modszer ,,in situ” tesztelése” cimi fejezetben taglaltak szerint
végeztik.

Ezzel péarhuzamosan minden helyszinen 2 liter vizmintat gyQjtottiink steril mullanyag
tartalyokba, és a szlirésig jégen taroltuk. A sziirést a gylijtéstdl szamitott legfeljebb egy oran
beliil elvégeztiik egy kozeli szallashelyen. Minden egyes sziirépapirt 96%-o0s etanolban kiilon
steril 2 ml-es csdvekbe helyeztiink, és feldolgozasig -20 °C-on taroltuk. Miutan a sz{irGpapirt
apr6 darabokra vagtuk és sterilizalt elszivofiilke alatt megszaritottuk, a fent részletezett DNS-
kivonasi, DNS-amplifikacios és a fragmentelemzési protokollok alapjan dolgoztuk fel.

Minéségi és negativ kontrollok

Annak érdekében, hogy elkeriiljiik a keresztszennyezddést a terepi mintavételek soran, a
mintavételi helyszinek kozott az eszkozoket EtOH-val és langgal (ollo és csipesz) vagy
Alconox (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) oldat (szlir6berendezés) segitségével fertétlenitettiik,
majd csapvizzel eloblitettilk. Negativ mintavételi helyszinként a Zagrab melletti Veternica-
barlangbol (Medvednica-hegység) vett vizmintat hasznaltuk (16. minta a 8. tablazatban), amely
nem része a Dinari-karsztrendszernek, és messze kiviil esik a faj elterjedési teriiletén. Minden
egyes DNS-izolalas alkalmaval 2 liter steril vizet szirtiink at steril sziirGpapiron, amelyet a
tobbi mintaval parhuzamosan dolgoztunk fel. Minden reakcioban szerepelt negativ extrakcios
kontroll, negativ PCR kontroll (azonos reagenskészletet hasznalva, de templat helyett 1 pl steril
vizet adtuk a reakcidhoz) és pozitiv PCR kontroll (10 ng/ul Proteus-szovetmintabdl izolalt
DNS-oldat).
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26. abra. A 16 mintdzott barlang Horvatorszag teriiletén. A leldhelyszamok megegyeznek a 8. tablazatban
foglaltakkal. A job fels6 sarokban lathaté Horvatorszag (feketével) elhelyezkedése Europaban. A pottydzott teriilet
a faj elterjedésének hatdrait mutatja. Proteus rajz: Marija Crnéec.

Statisztikai modszerek

A barlangok foglaltsagi valosziniiségének (occupancy probability — OP) és kimutathatosagi
valoszintiségének (detection probability — DP) becsléséhez hierarchikus foglaltsagi modellt
hasznaltunk (Schmidt és mtsai. 2013). A modell t6bb vizmintat és vizmintanként tobb PCR-t
hasznal, hogy a kimutatasi valosziniiséget két 0sszetevore bontsa. Az elsd dsszetevd az eDNS
elérhetdségi valdszinlisége a vizmintdban, a masodik Osszetevd pedig a PCR-ben vald
kimutathatosagi valoszintiség (Schmidt és mtsai. 2013). Mindkét valoszinliség hozzajarul a
hamis negativ hibaardnyokhoz. A WinBUGS Bayes-szoftverrel és a *R2WinBUGS® R-
csomaggal illesztettiik a modellt az adatokra. A WinBUGS és az R-kodokat Schmidt és mtsai.
(2013) tanulmanya alapjan alkalmaztuk, és az elemzést a Kéri és mtsai. (2012) tanulmanyban
ajanlott modon végeztiik, egységes bizonytalan priorokat (uniform vague priors) (Schmidt és
mtsai. 2013) hasznalva. Az OP és DP modellezését a modszer funkcidjaként végeztiik (kicsapas
vs. sziirés). A felhasznalt adatsor a Voros et. al 2019, S1 tablazataban elérhetd.
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Pop. El,i:li??l:‘igy Helységnév gle(:’lt;(;)geologlal Lat. Long. Kicsapas Sziirés
1 Tounjcica Tounj Forras, barlang 45.24 15.32 1/20 1/4
Izvor $iplja
Rupecica, Ponor
Rupecica -
*2  Zeleno jezero Zagorje,Ogulin Forras, viznyeld 45.18 15.22 1/20 -
*3  Zeleno jezero Zagorje,Ogulin Forras, viznyel6 45.18 15.22 1/20 3/4
*4  lzvor Bistrac Desmerice, Ogulin  Forras 45.19 15.22 - 1/4
Izvor Zagorske
*5  MrezZnice Desmerice, Ogulin  Forras 45.19 15.22 - 3/4
*6  Klisura Perakovi¢i, Ogulin ~ Viznyel6 45.18 15.22 1/20 4/4
Dreznicko field,
7 ZeCev studenac  Dreznica Forras 45.14 15.10 - 1/4
Markarova
*8  $pilja Stajnica,Jezerane Id6szakos forras  45.03 15.25 14/20 4/4
Izvor u
Stajnickom Stajnicko field,
9 polju Stajnica Forras 45.02 15.25 - 1/4
Barlang és
*10  Miljacka Il Kistanje, Sibenik iddszakos forras  44.00 16.01 2/20 4/4
Spilja kod mlina
*11  na Miljacki Kistanje,Sibenik Barlang 44.00 16.01 1/20 3/4
12 Vukovi¢a vrelo  Cetina, Civljane Forras 43.96 16.41 - 4/4
Gorucica, izvor
13 potoka Sinj Forras 43.70 16.61 1/20 4/4
14 Kosinac Han, Sinj Forras 43.73 16.70 - 4/4
*15  lzvor Grab Grab, Trilj Forras 43.64 16.77 2/20 3/4
Medvednica,
16 Veternica Zagreb Barlang 45.84 15.87 - -

8. tablazat. Mintavételi helyek, a mintazott viztestek hidrogeoldgiai szerepe, foldrajzi koordinatak, és a
pozitiv/dsszes mintaszam mindkét modszer esetén. A csillaggal* megjelolt leléhelyeken a Proteus el6fordulasat
irodalmi adatok bizonyitjak vagy nemrégiben észlelték a fajt vizualis megfigyeléssel. A felméréseket barlangi
buvarok végezték.

Eredmények

Annak ellenére, hogy a 64 bp-os célszekvencia rovidebb volt, mint az ajanlott 90 + 120 bp
(Pilliod és mtsai. 2013), mind az in silico, mind pedig az in vitro tesztek a primerek
specifikussagat mutattak. A fluoreszcens jelolésii primerekkel végzett PCR pedig egyértelmiien
kimutatta a felszaporitott génszakaszt (VOros és mtsai. 2017, 2. abra). A szekvenalassal torténd
validalas soran a 64 bp-os fragmentumot sikeresen klonoztuk az eDNS-mintakbdl, és a Proteus-
specifikus génszakasz kiolvashaté volt a plazmid-szekvencidbol (Voros és mtsai. 2017, S1
abra). A klonozas soran sem primer-dimereket, sem nem-specifikus szekvenciakat nem
észleltiink. Az altalunk keresett génszakasz 10000-szeres (0,005 ng/pul) DNS-koncentracioig
kimutathat6é volt. A barlangi vizmintakbdl sikeresen felszaporitottuk a Proteus DNS-ét 9
helyr6l a kicsapasos, és 14 helyrdl a szliréses modszerrel (8. tablazat), és egyszer sem mutattuk
ki a Proteus DNS-ét a negativ leléhelykontrollbdl, a negativ extrakcidés vagy negativ PCR-
kontrollbol.

A hierarchikus foglaltsagi modell (Schmidt és mtsai. 2013) segitségével végzett statisztikai
elemzés azt mutatta, hogy mind az OP és a DP a mintavételi modszertdl fliggott (27. dbra). Az
utdlagos (poszterior) eloszlasok kis mértékben fedték egymast. Az elérhetdség 3,78-szor
nagyobb volt a szliréssel vett mintadkban, mint a falkoncsébe gyiijtott mintakban, és a PCR
kimutathat6sag 1,90-szer nagyobb volt a szliréssel vett mintak esetében, mint a falkoncs6be
gyljtott mintak esetében (kicsapad). A modell szerint az elfoglalt barlangok becsiilt szdma 15
volt (95%-0s konfidencia intervallum: 15£15; véges mintabecslés alapjan (Royle & Kéry
2007)).
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27. abra. A modell-paraméterek utdlagos eloszlasa az elérhet6ségi és a kimutathatosagi valosziniiségekre mindkét
modszer esetében.

Diszkusszid

Munkank soran sikeresen kifejlesztettiink egy nem-invaziv moédszert a veszélyeztetett és
nehezen megfigyelheté Proteus anguinus kimutatasara, kornyezeti-DNS felhasznalasaval. Bar
a DNS-metabarkodolas alkalmazasa tobb céltaxon egyidejii kimutatasara alkalmas és joval
koltséghatékonyabb (Thomsen & Willerslev 2015), mivel a P. anguinus DNS-ének kornyezeti
mintabdl vald azonositdsdhoz nagyfoku specifikussagra van sziikség, egy fajt célzo és egy
markerrel torténd kimutatas mellett dontottiink. Korabbi tanulményok azt mutattdk, hogy a
kornyezeti viszonyok, a biomassza és az egyedek produkcios rataja erésen befolyasoljak a
kimutathatosagat (Klymus és mtsai. 2015, Pilliod és mtsai. 2014, Schmidt és mtsai. 2013).
Barnes és mtsai (2014) attekintették az eDNS jelenlétét befolyasolo kornyezeti tényezoket, és
azt talaltak, hogy az abiotikus tényezok, pl. a homérséklet, az ultraibolya sugarzas és a
Kimutathatosagra gyakorolt hatasai barlangi él6helyeken nem ismertek, és csak nagyon kevés
tanulmany vizsgalta az eDNS dinamikajat barlangokban (Hoftreiter és mtsai. 2003). A P.
anguinus altal hasznalt barlangok azonban nincsenek kitéve klimatikus ingadozasoknak,
allando sotétség uralkodik és alacsony a vizhdmérséklet, amely tényezok eldsegithetik az eDNS
hosszabb ideig val6 fennmaradasat, ellentétben a felszini vizekkel.

Klymus és mtsai. (2015) kimutatta, hogy a halak (pettyes busa és fehér busa) esetében a
nagyobb vizhozam akadalyozhatja az eDNS kimutathatosagat aramlo vizekbol. Ezért fontos,
hogy gondosan megvalasszuk a mintavétel id6pontjat. A Proteus esetében az adott
barlangrendszer vizszintjének elOzetes ismerete sziikséges az eDNS vizsgalatdhoz. Eldzetes
vizsgélatok azt mutattdk, hogy a természetes koriilményekbdl adédé magas vizszint, mint pl.
hoolvadas vagy foként tavasszal leziiduld heves esézések, amelyek a szubterran vizfolyasok
gyors aramlasat eredményezik, csokkenthetik az eDNS kimutatasanak esélyét (Gal 2013).
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Tovabba, a P. anguinus alacsony energiaigényii gerincesnek szamit, amely jol birja a hossza
tava ¢hezést a hipogén kornyezetben tapasztalhato szorvanyos taplalékellatas miatt (Hervant és
mtsai. 2001), raadasul lassabb a vedlési rataja is, mint a felszinen él6 kétéltiicknek. Ez azért
fontos tényezd, mert a gerincesek esetében a vedlett sejtek az eDNS fontos forrasai (pilliod €s
mtsai. 2013), és egyes tanulmanyok Osszefliggést talaltak a vedlés mértéke és a nagyobb
mennyiségl taplalékfelvétel kozott (Klymus és mtsai. 2015). Mivel a barlangokban korlatozott
a taplalékforras, kevesebb gerincesbdl szarmazd Gsz6 sejtet tartalmaz a viz, mint az epigén
kornyezetben.

Amikor eDNS-alapi monitoroz6 munkat terveziink, szamos koriilményt kell szamitasba
venniink. Ki kell valasztanunk a legjobb mintavételi modszert, és kitalalni a megfeleld
ismétlések szamat (pl. vizmintdk szama, PCR-ismétlések szama). Tanulmanyunkban mi a
kicsapasi ¢és a sziiréssel torténd modszerek hatékonysagat vizsgaltuk limitalt mintavételi
koriilmények kozott. Azt talaltuk, hogy habar magasabb PCR-ismétlést alkalmaztunk, a
kicsapasos modszer hat lel6helyrél nem mutatta ki a faj jelenlétét, ahol a sziiréses modszer
egyértelmi pozitiv reakciot adott. Ez megerdsiti a sok mas tanulmanyban kozolt tényt, hogy az
eDNS-sel végzett kimutatasok adhatnak fals negativ eredményt (Kéry & Schmidt 2008,
Schmidt és mtsai. 2013). Ezért egy hierarchikus foglaltsagi adatmodellt alkalmaztunk a
detektalasi hiba figyelembevételére (Schmidt és mtsai. 2013). A modell eredményei
szamszerUsitették a fals negativ aranyokat (azaz a rendelkezésre allas és a felderités
valoszintiségét) és statisztikailag megerositették, hogy barlangi kornyezetben a Proteus-eDNS
elérhetdsége és kimutathatosagi valoszinlisége egyarant a szlirés modszerrel magasabb, mint a
kicsapasos modszerrel. Eredményeink arra is utalnak, hogy a detektalasi hiba nagyjabol
ugyanolyan valoszintiséggel fordul el6 a vizmintazasi fazisban, mint a PCR-reakci6 fazisban
(27. abra). Bar a hibaaranyok alacsonyak a sziiréses modszer alkalmazasa esetén, fontosnak
tinik mindkét fazisban a megfeleld szam ismétlés beiktatasa. Ezek az eredmények
egybecsengenek mas tanulmanyokkal, amelyek azt talaltak, hogy folyovizekben a szliréses, mig
allovizekben a kicsapasos modszerrel lehetett tobb DNS-t felszaporitani (Jerde és mtsai. 2011,
Thomsen és mtsai. 2012a, 2012b). A sziirés sikeressége nagyban fligg a DNS elérhetdségétol a
kornyezetben (az intra- és extracellularis-DNS aranya) és a nagyobb vizmennyiség altal
Osszegylijtott esetleges inhibitorok jelenléte Herder és mtsai. 2014). Az eDNS mennyiségét
befolyasolhatja az egyedstiriiség (Dejean és mtsai. 2011, Ficetola és mtsai. 2008, Thomsen és
mtsai. 2012b), de mivel a Proteusra (és a legtobb mas szubterran allatfajra) vonatkozoan
hianyoznak ezek az adatok, nem allt médunkban ezt a tényezot tesztelni. Osszefoglalva, Gigy
véljiik, hogy a lehet6 leggondosabban kell dolgozni mind a terepen, mind a laboratériumban,
hogy a lehet6 legkisebbre csokkentsiik az észlelési hiba aranyat. A tapasztalatok azonban azt
mutatjak, hogy a felmérések soran szinte mindig van valamilyen szinti észlelési hiba, ami
fokozottan igaz az eDNS-alapt felmérésekre (Kéry & Schmidt 2008, Schmidt és mtsai. 2013).
Ezért javasoljuk a hierarchikus modellek alkalmazasat az eDNS-adatokra, amelyek hasznosak
lehetnek a fals pozitiv hibaaranyok becslésére is (Lahoz-Monfort és mtsai. 2016).

Gyakorlati szempontbol a két mintavételi modszer (kicsapas és sziirés) kozotti kiilonbség az
eDNS-minta fragmentdarabjaiban és a kiinduldsi vizminta térfogata kozott van,
végeredményben pedig a végso, teljes DNS-mennyiségben, amellyel dolgozunk. A kicsapas
modszer még az extracellularis DNS-darabokat (altalaban < 0,2 um) is képes dsszegytjteni, de
kis vizmennyiségbdl (15 ml). Ezzel szemben a sziirési modszer képes az eDNS-t szazszor
nagyobb kiindulasi mintatérfogatban (2 L) keresni, de egy sziikebb, intracellularis
részecskeméret-spektrumra fokuszalva, a szliré porusatméréjétol fiiggden. A fals negativ
eredmények minimalizalasa (amikor a faj jelen van a kornyezetben, de a hasznalt modszer nem
képes kimutatni azt) a ritka, veszélyeztetett és/vagy invaziv fajok megfigyelése soran az eDNS-
vizsgalatok legnagyobb kihivasa. Deiner és mtsai. (2015) dsszehasonlitd tanulmanyukban azt
a kovetkeztetést vontak le, hogy a sziirési technika és a megfelel6 DNS-izolalasi modszer
megvalasztasa hatékonyan csokkentheti ezt a problémat.
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Az ujonnan Kifejlesztett eDNS-alapu modszeriinkkel megerdsitettiik a P. anguinus jelenlétét tiz
horvéatorszagi barlangbol, 6t masikban pedig eldszor mutattuk ki a fajt. Minden 1;j leléhely a P.
anguinus altalanosan ismert elterjedési teriiletén beliil talalhatd, de Gj adatot biztosit a faj
jelenlétérdl egyes barlangokban. Az 1. leléhely (Touncica), a 7. lel6hely (ZeCev studenac) €s
a 9. leléhely (Izvor u Stajnickom polju) a Gorski kotar (Karlovac és Rijeka kozotti hegyvidéki
teriilet) populacio részét képezik (26. abra), amely a Zagorska Mreznica folyd medencéje kortil
Osszpontosul. Itt a P. anguinus jelenléte mar régota ismert, ezért az 0j eléfordulasi adatok nem
okoztak akkora meglepetést. A 12. lel6hely (Vukovi¢a vrelo) egyike a Cetina folyd két
legfontosabb 6 forrasanak, és korabban barlangi bavarok 105 m mélységig is lemeriiltek, de
mostanaig a Proteust mégsem tudtak kimutatni. A 14. leldhely (Kosinac) ugyanezen foly6 bal
oldali kis mellékfolydjanak egyik forrasa. A buvarok itt is keresték a fajt, de nem talaltak egy
egyedet sem. Mind a 12. és a 14. él6helyen is jelen van a Salmo farioides, a Proteus anguinus
egyik ragadozdja, ez lehet a magyarazata annak, hogy miért nem észlelték korabban a vakgdtét
ezekben a barlangokban. Valoésziniileg a barlangrendszer mélyebb részeibe htizddhattak vissza,
ahol biztonsagban vannak a nagyméretii halaktol és az ember szdmara sem megkdzelithetoek.
A 13. lel6helyrdl (Gorucica) a Proteus csak korai adatokbol ismert, és itt a friss felmérések sem
jartak sikerrel. A Gorucica forras jelentds emberi zavarasnak volt kitéve a kdzelmultban, mivel
ez lett Sinj varos egyik f6 ivovizforrasa. Ennek kovetkeztében a forras nagy kovekkel telt fel,
¢s teljesen megkozelithetetlenné valt. Eredményeink azonban azt mutatjak, hogy a szubterran
rendszerben még mindig ¢l Proteus. Ez az alpopulacio, amely a 12., 13. és 14. lel6helyeket
foglalja magaban, az elszigetelt, Cetina- populaciohoz tartozik.

A ritka vagy veszélyeztetett fajok természetvédelmi kezelési tervének kidolgozéasa érdekében
megbizhatd és pontos elterjedési adatokra van sziikség (Boitani és mtsai. 2011, Hoffmann és
mtsai. 2010). Ezek az adatok lehetdségeket nyujtanak példaul a fajok elterjedésének
modellezéséhez és az klimavaltozas fajokra gyakorolt hatasainak értékeléséhez. Ebben a
tanulmanyban egy olyan eszkdzt tettliink elérhetové, amely segithet a nehezen kimutathat6 P.
anguinus 0j éléhelyeinek felkutatasaban, ami aztan értékes adatokat szolgaltathat a faj
védelméhez.

3.2. A barlangi vakgbte populaciostruktiraja Horvatorszagban, és tiz variabilis, fajspecifikus
mikroszatellita-marker fejlesztése

A mikroszatellitdk hatékony molekularis markerek a genetikai valtozatossag méréséhez
(Bruford és Wayne 1993, Jehle és Arntzen, 2002, Sunnucks, 2000). Bar el6nyeik miatt (pl.
magas informaciotartalom, rossz minéségii mintak felhasznalhatosaga) az egypontos nukleotid-
polimorfizmus (SNP) markereket széles korben hasznaljak a populaciogenetikai elemzésekhez,
megvannak a korlataik (pl. nagy adathalmazok bonyolult szdmitogépes elemzése vagy
referenciagenom hianya), ami a mikroszatellita-markerek alkalmazasat erdsiti, kiilondsen a
nem-modellfajok vizsgalatakor (Helyar ¢és mtsai. 2011). Az Wjgeneracios szekvenalasi
technologidk forradalméval a mikroszatellita-markerek fejlesztése egyszerlibbé valt, ami a
veszélyeztetett fajok populaciogenetikai vizsgalatainak robbanasszer(i novekedéséhez vezetett
(pl. Adamson és mtsai. 2016, Faucher, Godé & Arnaud 2016, Gardner és mtsai. 2011). Ezek a
taxon-specifikus markerek segitenek tovabba a populaciok kozotti genetikai tadvolsdgok
leirasaban, a globalis klimavaltozds hatasanak dokumentalasaban, vagy olyan
populaciogenetikai mérdszamok becslésében, mint pl. a beltenyésztéses vagy taltenyésztéses
leromlas, és megkonnyitik a veszélyeztetett fajok és populaciok természetvédelmi kezelését
(Frankham 2010). A kozelitd Bayes-szamitas (ABC) (Cornuet, Ravigné & Estoup 2010)
alkalmazasaval pedig ezek a markerek lehetdvé tehetik, hogy kiilonb6zé biogeografiai
elméleteket tesztelhessiink a fajok vagy populaciok kialakulasanak megértéséhez.

Jelen vizsgalatunk célja az volt, hogy 454-es szekvenalassal variabilis mikroszatellita-
markereket fejlessziink ki a P. anguinus szamara, és megkonnyitsiik a faj konzervaciogenetikai
kutatasat. A fejlesztett markereket négy horvatorszdgi Proteus-populacion teszteltiik.
Feltételeztiik, hogy a hosszu ideje izolalt populaciok kozott nincs génaramlas, €s jelentds
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genetikai tavolsag van kozottiik. Tovabba, ABC-elemzés alkalmazasaval megprobaltuk feltarni
a négy horvatorszagi barlangi vakgdte-populacié kozotti evolicios kapesolatot.

Modszerek

Mintavétel €és laboratoriumi feldolgozas

A mikroszatellita-marker fejlesztéshez egy P. anguinus egyedet mintaztunk a Miljacka IL.
barlangban (Sibenik, Dalméciai régi6). A populaciogenetikai elemzéshez 96 egyedet
mintdztunk 4 kiilonb6z6 barlangbol a Dindri-karszt teriiletér6l Horvatorszdgban, 2013-2014
kozott (32 a Pincinova barlangbol - Poreg, Istriai-félsziget, 26 a Rupecica-forras és viznyel6bol
- Ogulin, Gorski Kotar régio, 32 a Markarova barlangbol - Brinje, Lika régio, és hat a Vedrine
forrasbol - Sinj, Dalmacia régio) (28. abra, 9. tablazat). A Rupecica és a Markarova barlangok
kevesebb, mint 15 km-re vannak egymastol, és a Duna vizgyiijt-teriiletéhez tartoznak, mig a
Pincinova, Miljacka II. és Vedrine barlangok teljes mértékben kiilonalld rendszerek és a viziik
az Adriai-tengerbe folyik.

A példanyokat barlangi buvarok fogtak meg és hoztdk a “felszinre”. A szOvetminta vétele a
barlangban, s6tétben tortént, hogy a mintavétel végeztével a buvarok azonnal szabadon tudjak
engedni a példanyokat. Steril olloval 2 mm szdvetet tavolitottunk el a gbte farokvitorlajabol és
96% EtOH-ban taroltuk feldolgozasig. A DNS-izolalast Qiagen DNeasy Blood and Tissue kit
(Qiagen, Hilden, Németorszag) felhasznalasaval végeztiik. Az izolalas utan a DNS-t (nagyjabol
1.6 mg) a Macrogen biotechnologiai véllalathoz (Szoéul, Dél-Korea) kiildtiik random 454
pyroszekvenalasra ¢és  konyvtarépitésre. A visszakapott genomikai adatokat a
MSATCOMMANDER v1.0.8 (Faircloth 2008) szoftverrel kutattunk mikroszatellita-l16kuszok
utan. Ezekbdl kivalasztottuk a di-, tri- és tetranucleotidokat amelyekben legalabb 10, 6 és 6
repeticiot talaltunk. Mivel a farkos kétéltiekben gyakori, hogy a polimorf nuklearis
szekvenciak tobb kopiaban vannak jelen (O’Neill és mtsai. 2013), leellendriztiikk, hogy a
forward és reverz primerek ne legyenek hasonldak, nehogy bekodssenek a genom hasonld
régidiba. Osszesen 120 l6kuszt vélasztottunk ki, és a MSATCOMMANDER segitségével
primereket terveztiink amplifikaci6jukhoz. Mindegyik vizsgalni kivant Proteus-populaciébol 3
egyedet valasztottunk ki a primerek tesztelésére. A PCR-reakciok részletes leirasat lasd Voros
¢s mtsai. 2019 tamulméany 213. oldalan. A kapott termekeket 2% agardzgélen futtattuk és
variabilitasukat itt ellendriztiik. A 120 primerparbol 13 bizonyult varidbilisnak, ezek forward
primereihez fluoreszcens jeldlést (FAM, VIC, NED) (10. tablazat) adtunk. A 13 16kuszt ezutan
mind a 95 egyed esetében amplifikaltuk. A fargmenthossz-elemzést egy Applied
Biosystem/Hitachi 3130 Genetic Analyzer szekvenatoron futtattuk a Magyar
Természettudomanyi  Muzeum  Molekuldris  Taxonomiai  Laboratoriumaban. A
fragmenthosszak leolvasasat a Peak Scanner v1.0 (Applied Biosystems) szoftverrel végeztiik.

Populdcioméret felmérése

A populacioméretet sav-menti mintavétellel mértik fel négy év alatt. Mindegyik
barlangrendszert évente négyszer latogattuk meg, juniustdl szeptemberig alacsony vizallas
mellett. A felmérés kezdete el6tt mindegyik barlangban transzektvonalakat helyeztiink el (4mm
vastag barlangaszkotél) a barlang addig feltart teriileteit lefedve. A Vedrine barlang kimaradt a
felmérésekbdl, mert ez egy csupan iddszakos forras formajaban hozzaférhetd barlang, ahol a
Proteus el6fordulésa a barlangi aradasok soran kimosott egyedek alapjan ismert. A Pincinova,
Rupecica és Markarova barlangokban minden alkalommal két professzionalis barlangi buvar
végezte a felméréseket, kovetve a transzektvonalakat, feljegyezve minden észlelt egyedet. Az
egyik buvar a merdleges tavolsagot mérte (legkdzelebbi méterig), a masik pedig biztositotta a
meriilést. A protocol tervezése €s a populacidoméret-becslés a DISTANCE 7.0 (Thomas és
mtsai. 2010) szoftver segitségével tortént.
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Populacidgenetikai elemzések

Allélszamot, allélfrekvenciat, varhato és megfigyelt heterozigotasagot, és Hardy-Weinberg
egyensulytol valo eltérést (HWE) szamoltunk a GENALEX 6.5 (Peakall & Smouse 2012)
szoftverrel, mig az allélgyakorisag (Ar) megallapitasara az FSTAT 2.9.3 (Goudet 1995)
programot hasznaltuk. A null allélok eléfordulasat MICROCHECKER 2.2.3 (Van Qosterhout és
mtsai. 2004) szoftverrel ellendriztiik minden egyes populaciora és markerre. A 16kuszok kozotti
kapcsoltsagi egyensulytalansag (LD) tesztelésére az FSTAT programot hasznaltuk, 1,000
permutaciot alkalmazva. A harom nagy egyedszamu populacion beliil (Markarova, Pincinova
¢és Rupecica) az egyedek kozotti rokonsagi kapcsolatokat az ML-RELATE (Kalinowski, Wagner
& Taper 2006) szoftverrel néztiik.

A populaciok kozotti genetikai tavolsagokat (Fst) és heterozigéta-hianyt (Fis) az FSTAT
programmal szamoltunk. Filogenetikai rekonstrukciot a POPULATIONS 1.2.28 (Langella 1999)
szoftverrel végeztiink, amely a Cavalli-Sforza és Edwards Dc tavolsagokon alapult (Cavalli-
Sforza & Edwards 1967). Populacidszerkezet-elemzést a STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard, Stephens
& Donnelly 2000) programmal futtattunk, modell-alapu klaszterezé modszert és multi-lokusz
genotipus-adatokat hasznalva. Admixture modellt és fliggetlen allélfrekvenciat allitottunk be,
10 ismétléssel, K=1-8 értékkel és 1,5000,000 iteracioval (500,000 levagva). A valid
klaszterszamot eldszor a legjobb Ln érték alapjan allapitottuk meg, de alkalmaztuk Evanno ¢és
mtsai. (2005) modszerét is.
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28. abra. A négy vizsgalati hely Horvatorszagban. Bal als6 sarokban a STRUCTURE oszlopdiagram K=2 és K=4
esetén. Fekete csillaggal Miljacka II barlangot jeldltiik, ahonnan a genomszekvenalashoz gy(jtott minta szarmazik.
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Kolonizacios elméletek tesztelése

A kiilonboz6 kolonizacios elméleteket az Approximate Bayesian Computation (ABC)
elemzéssel teszteltiik (DiyABC 2.1.0 szoftver, Cornuet és mtsai. 2010). Ugyan ezzel a
szoftverrel allapitottuk meg a populaciok szétvalasanak idépontjat is (elemzés részleteit 1lasd
Vords és mtsai. 2019, 215. oldal). A kdvetkezd harom elmélet kozott probaltunk meg
differencialni (30. 4bra):
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1) az 6sszes populacid egyidében valt szét egymastol;

2) a populaciok egyidében valtak szét, kivétel a Markarova és Rupecica, amelyek egy
barlangrendszerhez tartoznak;

3) Markarova és Rupecica egy csoportot alkotva valt szét a Vedrine és Pincinova altal alkotott
csoporttol.

Eredmények

A 454-¢s szekvenalas 82915 génszakaszt eredményezett, ¢s az MSTAT-COMMANDER 178
mikroszatellita-lokuszt talalt. Ezek kozott hasonld mennyiségii di- és trinukleotid volt, de
nagyon kevés (9) tetranukleotid. Az ismétlddések szama atlagosan 13 (minimum-maximum:
10-37) volt a dinukleotidok esetében, 7 a trinukleotidok esetében (6-11) és 6,9 a
tetranukleotidok esetében (6-13). A 120 megtervezett mikroszatellita-lokusz koziil csupan
harom esetében nem kaptunk PCR-terméket. Az elsé tesztek utan 23 16kuszt valasztottunk ki,
ezeket fluoreszcens festékkel jeloltik meg. Végil 13 16kuszrol bizonyosodott be, hogy
polimorf, ezeket hasznaltuk az 6sszes egyed elemzéséhez.

A teljes adathalmaz esetében az allélok szama lokuszonként 2 (Pa68) és 14 (Pa52) kozott
valtozott, a varhato heterozigotasagi értékek 0,000-0,505 kozé estek (Voros és mtsai. 2019, 2.
tablazat). A Pal00 és Palll l6kuszok két populacidoban, mig a Pa8, Pa31, Pa52 és Pal06
l6kuszok egyetlen populdcidban mutattak null allélokat. A Pal00 és Palll lokuszok esetében
harom populacidban, a Pal06 esetében két populacidban, a Pa8, Pa20, Pa48 és Pa52 esetében
pedig egyetlen populacion beliil volt HWE eltérés. Tovabba, a Pa88 ¢és a Pa20 kozott
szignifikans LD-t talaltunk. Ezért minden tovabbi populaciogenetikai elemzést a Pa88, Pal00
¢és Palll nélkiil, csak a fennmaradé 10 16kusz felhasznalasaval végeztiink.

Populaciok N Lat Long Populaciosiiriiség Populacioméret
Pincinova cave 32 45,28 13,63 1,12 -1,38 235-291
Rupecica cave 26 45,18 15,22 0,45-1,08 113 - 269
Markarova cave 32 45,03 15,25 7,00 — 11,45 1820 — 2795
Vedrine cave 6 4362 16,74 unknown unknown

9. tablazat. Mintavételi helyek, mintaszimok (N), foldrajzi koordinatak (WGS84), populaciosiiriiség a transzekt
mentén felmérés alapjan szamolva (ind / 10 m?) és a becsiilt populacidméret a barlang ismert teriiletein.

A rokonsagi kapcsolatok aranya mind a négy vizsgalt populaciéban alacsonynak bizonyult;
Markarova: atlag=0,15, range=0-0,75, Pincinova: atlag=0,16, mintaterjedelem (range)=0-0,84,
Rupecica: atlag=0,12, range= 0-0,8. Elemzésiink azt mutatta, hogy az egyedek tobbsége nem
volt rokon, és nagyon kevés egyed volt féltestvér, testvér vagy allt sziil6-utdd kapcsolatban (29.
abra). Az 6sszes populacio genetikai diverzitasat a Voros és mtsai. 2019, 3. tablazat mutatja be.
Globalisan a genetikai diverzitas alacsony (He 0,249 ¢és 0,280 kozott) volt, és a populaciok
kozott nem volt statisztikai kiilonbség (ANOVA Ho: F=0,78, p=0,513; He: F=0,03, p=0,993;
Ar: F=0,05; p=0,985). A négy populacio kozotti genetikai differencialtsdig nagyon magas
(0,306 ¢és 0,7333 kozott) és szignifikans volt. A genetikai differencialédas értékelésére hasznalt
kiilonboz6 modszerek azt mutattak, hogy a Markarova- és a Rupecica-barlangban szorosabb
rokonsagban all6 populaciok talalhatok, mint a tobbi vizsgalt barlangban (11. téblazat).
Hasonloképpen, a STRUCTURE segitségével végzett szimulaciok az Evanno és mtsai. (2005)
modszerrel megallapitva két klaszter el6fordulasat javasoltak, mig a legjobb Ln-értéket K=4
esetén figyeltiik meg. A Markarova- és a Rupecica-barlangok egy csoportba keriiltek a K=2
esetén, mig a négy populacidt a legjobb Ln-értéket figyelembe véve az elemzés kiilonallo
klasztereknek tekinte (28. abra). Erdekes modon K=4 esetén a Markarova-barlang néhany
egyedének egy része (4 egyed tobb mint 10%-kal, egy egyed>20%-kal) a Rupecica-barlang
egyedeivel kozos klaszterbe keriilt.
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Populaciok N Allélszam Ar Ho He Fis

Markarova cave 32 2.700 1.8218 0.172 0.250 0.325
Pincinova cave 32 2.600 19546 0.314 0.280 -0.106
Vedrine cave 6 1.900 1.8354 0.385 0.265 -0.355
Rupetica cave 26 2.600 1.8162 0.251 0.249 0.009
Miljacka cave 1 NA NA NA NA NA

10. tablazat. A genetikai valtozatossidg jelzészamai a négy vizsgalt Proteus anguinus allomanyban.
N=egyedszam, N alleles=allélok szama, Ar=allélgyakorisag, Ho=megfigyelt heterozigotasag, He=varhato
heterozigdtasag, Fis=fixacios index. A szignifikans értékeket vastagon szedve jeloltiik.
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29. abra. Egymassal kiilonb6z6 rokonsagi kapcsolatban 1év6 egyedek aranya. U=nem rokon, PO=sziil6-utod,
HS=féltestvér, FS=testvér

A DiyABC-vel végzett szimulaciok szintén szoros kapcsolatot mutattak a Markarova- és a
Rupecica-barlang populacioi kozott, amelyeket koriilbeliil 13 500 generacid (95%-0s konf.
intervallum: 3 660-24 100 generacio), vagy 540 000 év (73 200 - 1 446 000) valasztott el
egymastol. A forgatokonyvek Osszehasonlitdsa azt mutatta, hogy a 2. és a 3. forgatokdnyv a
legvaloszintibb, ezen beliil a logisztikus megkdzelités (logistic approach) a 3. forgatokdnyvet
valasztotta (a szimulaciok 55,12%-a) (30. abra). A Pincinova-barlang és a Vedrine-barlang
szétvalasa nagyon régi (180.000 és 455.000 generacio kozott, tehat tobb millié év). Mind a négy
vizsgalt populacio effektiv populaciomérete hasonlo értéket mutatott (10 500 és 17 500 egyed
kozott), €s ez a méret hasonlo volt a Markarova- és a Rupecica-barlang klaszterezésekor is.
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Markarova Pincinova Vedrine

Markarova 0

Pincinova 0.6926 0

Vedrine 0.7331 0.6622 0
Rupecica 0.3062 0.6895 0.7333

11. tablazat. A négy Proteus anguinus allomany kozotti paronkénti Fst genetikai tdvolsdg-matrix. A szignifikans
értékeket vastaggal szedve jeldltiik.
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30. abra. A négy Proteus-populécio kialakulaséara felallitott harom elmélet, amelyet a DiyABC 2.1 (Cornuet és
mtsai. 2008) szoftverrel teszteltiink.

Populacioméret becslés

A sav menti mintavétellel végzett populaciofelmérés a Markarova-barlangban mutatta a
legnagyobb egyedstiriiséget (7-11,45 egyed/10 m2), ennél joval kisebbet a Pincinova-
barlangban (1,12 - 1,38 egyed/10 m2) és a Rupecica-barlangban (0,45 - 1,08 egyed/10 m2)
(Voros és mtsai. 2019, 1. tablazat).

Diszkusszio

Tanulméanyunkban a nehezen megfigyelhetd barlangi életmoda farkos kétéltiifaj, a Proteus
anguinus populéaciogenetikai jellemzését mutattuk be, nuklearis markereket felhasznalva.
Tizenharom variabilis mikroszatellita-markert fejlesztettiink ki, amelyek koziil tiz hasznosnak
bizonyult az &sszes altalunk vizsgalt populacio genetikai diverzitasanak becsléséhez. Ezzel
eszkozt biztositottunk a konzervacidgenetika szamara, hogy a jovoben a faj mas populacioit is
értékelni tudja.

Eredményeink azt mutattak, hogy a P. anguinus vizsgalt négy populacioja altalanossagban
alacsony genetikai valtozatossaggal rendelkezik. Ez lehet egyes barlangi populaciokra jellemz6
populacidméret-csokkenés (Borowsky ¢és Vidthayanon 2001), vagy ember okozta
¢lohelyszennyezés kovetkezménye, ahogyan azt példaul az Asellus aquaticus szlovéniai és
olaszorszagi barlangi populacioi esetében tapasztaltak (Verovnik és mtsai. 2003). Az ipari
szennyezés altal érintett két populacidé a nem szennyezett barlangokbol szdrmazd tobbi
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populacidéhoz képest (86-91%) a polimorf RAPD-fragmentumok csékkent szazalékos aranyat
mutatta (49%). A kornyezetszennyezés a Dinari-karszt teriiletén is jelentésen megterheli a
szubterran ¢él6helyeket (Jeli¢ és mtsai. 2012).

Erdekes modon beltenyésztettség jeleit csak a Markarova-barlang esetében figyeltiink meg,
ahol allomanynagysag-felméréseink a legnagyobb populaciot valdszintsitették. Ezek a
becslések azonban csak a barlang ismert szakaszaira vonatkoznak, és alabecsiilhetik a teljes
populacié méretét. Egy olyan fajnal, amely ilyen lassan valik ivaréretté (Voituron, és mtsai.
2011) és extrém helyhiiség jellemez (Balazs, Lewarne & Herczeg 2015), azt varnank, hogy az
egy barlangon beliil mintavételezett egyedek genetikailag hasonléak. Ennek ellentmond az
Osszes vizsgalt populacioban talalt alacsony rokonsagi kapcsolat aranya. Mind ez, mind pedig
az ABC-clemzés eredményei népesebb populaciokra és a barlangi vizrendszereken beliili
lehetséges génaramlasra utalnak. Hasonldé mintazatot figyelt meg Zaksek, Konec & Trontelj
(2017), amikor a P. anguinus Postojna (Szlovénia) kozelében talalhatd két hidrologiailag
Osszekapcsolt barlang allomanyat vizsgalta. A két barlang kozott a Proteus hasonléan alacsony
genetikai diverzitast (Ho=0,149-0,687, He=0,151-0,771) és viszonylagos homogenitést
mutatott (barlangok kozotti variancia=0,24%, Fst=0,0024, P>0,05), ami arra is utal, hogy a faj
képes tobb kilométeres mozgasokra ugyanazon hidrologiai rendszeren beliil. A négy
horvatorszagi Proteus-populacio kozotti markans genetikai kiiliinbség érthetd, figyelembe véve
a szlovéniai barlangok kozotti genetikai differencialodasrol, valamint a Dinari-karszt
kialakuldsarol és a barlangi fauna evolucios torténetérdl szold ismereteinket. A Pincinova-
barlang az Istra-karsztvidékhez tartozik, a RupeCica- és a Markarova-barlang a Lika-
karsztvidékhez, mig a Vedrine a Dalmacija és Hercegovina-karsztvidéken talalhatd (Sket
1997). Ez a harom régio hidrogeografiailag elszigetelt egymastol. Sket (1997) szerint az 6si
Proteid goték a késé oligocén kornyékén hatolhattak be az elszigetelt Dindri-karsztvidékre a
felszini vizekbdl - valdszinilileg a dindri térendszer kialakuldsdhoz kapcsoldddan (Krsti¢ és
mtsai. 2003) - a felszini vizekbe szétvalva, joval azel6tt, hogy a karsztosodas elérehaladt volna
¢s a hipogén éléhelyekre vald bevandorlas megkezdddott volna.

Sket és Arntzen (1994) nukledris markerek (allozimek) felhasznaldsaval négy szlovéniai
lel6helyrdl szarmazé allomany szétvalasat kalibralta, és azt taldlta, hogy valodsziniileg az elsd
Proteus-vonalak elkiiloniilése 9-5 millio évvel ezeldtt kezdddhetett. Ez 6sszhangban van a mi
eredményeinkkel, amelyekben a Pincinova-barlang (Istra karsztrendszer) és a Vedrine-barlang
(Dalmaécia és Hercegovina karsztrendszer) kozotti szétvalast néhany millié évre (7,2-18,2 Mya
a miocénben), valamint a Markarova- és a Rupecica-barlang (mindketté a Lika
karsztrendszerben) kozotti szétvalast koriilbeliill 540 000 évre kalibraltuk. Ezt egésziti ki
Recknagel 2023-ban megjelent friss tanulmanya, ami mMtDNS- ¢és SNP-markerek
felhasznalasaval kilenc divergens genetikai vonalat kiilonitett el a fajon beliil, és az els6
genetikai vonal (Istra-félsziget — ide tartozik a Pincinova barlang is) levalasat 17-15 millio évvel
ezelottre teszi. A kovetkez0 szétvalasi esemény soran a Vedrine-barlangot magéaba foglalo
Littoral genetikai vonal levalasat 13 millio évvel ezelbttre becsiili.

A STRUCTURE-analizis altal kimutatott genetikai keveredés a Rupecica és Markarova
barlang kozotti szoros (feltehetéen multbéli) kapcsolatara utal. Hasonlo genetikai szerkezetet
figyeltek meg ugyanebben a régioban (Lika karsztrendszer) Marci¢ és mtsai. (2011) az
endemikus édesvizi halfaj, a Telestes polylepis Steindachner, 1866 tanulmanyozasa soran. A
teljes mitokondrialis citokrom-b gén elemzését kdvetden egy uj fajt - T. karsticus Marci¢ és
Mrakov¢i¢, 2011 - irtak le a régi6 délnyugati rész€bdl, beleértve a kdzeli Markarova-barlangot
1s. Annak ellenére, hogy a két leléhely (Rupecica és Markarova) foldalatti vizfolyasokon
keresztiil kapcsolodik egymashoz, ami elméletileg lehetévé tenné a génaramlast, a két halfaj
nem mutatott keveredésre utald jelet. Az északi- és kozép-Balkanon eldéforduld, a barlangi
vakgotééhez hasonld elterjedésti Telestes-fajok (Buj és mtsai. 2017) kozotti molekularis
kalibracié megerdsitette az ABC-elemzésiink altal megallapitott diverzifikacios idésavot, még
ha ezt a becslést 6vatosan is kell kezelni.
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3.3. Uj, viz alatti mintavételi modszer kifejlesztése a barlangi vakgéte populaciogenetikai
vizsgélatahoz

A DNS-alapu elemzések az evoluciobiologia és konzervaciobiologia fontos eszkdzei. Amikor
egy populéciot jellemezni szeretnénk, elséként a populacidogenetikai paramétereit térképezziik
fel. Az elmult évtizedekben tapasztalt jelentds modszertani fejlédéseknek koszonhetden kis
mennyiségl €és gyenge mindségli DNS-mintdkbol akar genomikai 1éptékben is gytijthetiink
informaciokat (Chiou és Bergey 2018, Helyar és mtsai. 2011, Perry és mtsai. 2010). Sok esetben
a mintazott példany pusztuldsdval jar6 mintavételezés nem lehetséges, és még az invaziv
modszerek, koztiik a szovet- vagy vérmintavétel sem elfogadhatok etikai (pl. veszélyeztetett,
Kisméretii populaciok) vagy tudomanyos (pl. a mintazott egyedek zavarasa torzithatja az
eredményeket) szempontbol. Az elmult néhany évtizedben szamos nem-invaziv DNS-
mintavételi médszert vezettek be, amelyek minimalizaljak a vizsgalt populdciokra gyakorolt
hatast (Lefort és mtsai. 2019), ilyen példaul a kihullott toll (Presti ¢s mtsai. 2013), tiriilék
(Mannise és mtsai. 2018) vagy nyalkahartya (Domingues és mtsai. 2019) mintazasa.

A legkevesebb zavarassal jard, nem-invaziv modszer az elsé alfejezetben (3.1) bemutatott
kornyezeti DNS-en (eDNS) alapul. Itt ugyebar a kornyezetbdl vesznek mintat (pl. viz, talaj,
levegd) a vizsgalt egyedek helyett. A legmodernebb eDNS-megkdzelitések nem csak egy adott
faj jelenlétének vizsgalatat, hanem a biologiai sokféleség értékelését is lehetové teszik
(Cristescu és Hebert 2018, Ruppert és mtsai. 2019). A jovében elképzelhetd, hogy az eDNS
modszert széles korben fogjak alkalmazni populdcidogenetikai kérdések megvalaszolasara is
(Adams és mtsai. 2019), azonban ehhez még szdmos moddszertani fejlesztés sziikséges. Az
egyedek mintavételére pedig tovabbra is sziikség lehet azokban az esetekben, ahol egyéb
jellemzoket kell gytijteni az adott példanyrol (Adams és mtsai. 2019). Az egyedek nem-invaziv
mintavételezése vizi kornyezetben azonban gyakran nem egyszerii, kiilondsen a nehezen
megkozelithetd éldhelyeken, ahol rdaddsul a mintavételezett egyedek ideiglenes mozgatasa
vagy eltavolitasa is elfogadhatatlan. Legjobb példa erre a viz alatti, barlangi élohelyek, amelyek
csak buvartechnikéaval érhetdk el.

A barlangi vakgéte (Proteus anguinus) az IUCN alapjan sériilékenynek mindsiil (Arntzen és
mtsai. 2009), 6kologiajarol és viselkedésérdl rendkiviil korlatozottak az ismereteink (Balazs és
mtsai. 2020). Ezért nagy érdeklddésre tarthat szamot egy olyan nem-invaziv DNS-mintavételi
modszer, amely az egyedek minimalis zavarasaval jar. A bornyalkahartyakenet vétele
kétéltlieknél a nem-invaziv DNS-mintavételezés egyik elterjedt eszkoze (Pichlmiiller és mtsai.
2013, Ringler 2018).

Jelen tanulmanyunkban egy nem-invaziv, bérkenetvételen alapulo DNS-mintavételi modszer
kifejlesztését és tesztelését tliztiik ki célul, amely buvarkodas kozben, az egyed tartdozkodasi
helyén, in situ alkalmazhato. A cél egy olyan protokoll l1étrehozasa volt, amellyel a minta
gylijtése és konzervalasa rovid id6 alatt (néhany percnél rovidebb id6 alatt) elvégezhetd, és
amely megfeleld mennyiségii és mindségli DNS-t biztosit a populacidogenetikai elemzésekhez.
Egy ilyen modszer rendkiviil elény6s lehet, mivel kiilonb6z6 vizi 6koszisztémakban - példaul
viz alatti barlangokban vagy veszélyeztetett korallzatonyokon - és szamos, a bdrfeliileten
nyalkéaval rendelkezd taxonra is alkalmazhatd. Egy koradbban genetikailag nem vizsgalt
hercegovinai barlangi vakgéte (Proteus anguinus)-populaciot hasznaltunk fel a modszer
hatékonysaganak bemutatasara. Tovabbi célunk volt az is, hogy a faj jelenleg ismert foldrajzi
elterjedésének legdélebbi hatdrahoz kozel elhelyezkedd populacid elsd populacidgenetikai
értékelését adjuk.

Modszerek

Terepi mintavétel

Vizsgéalati populacionk a Vruljak 1 barlangban, Trebinje Gorica korzetében, Kelet-
Hercegovinaban talalhat6. Barlangi kutatok tobb mint 10 éve dolgoznak a teriileten, igy ezt a
populaciot valasztottuk a viszonylag magas P. anguinus egyedstriiség és a konnyl
megkozelithetdség miatt. A barlangban 2016. majus 07 és 11 kdzott 6tszor meriiltiink (mindig
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két személy egyszerre), és 22 kifejlett egyedet mintaztunk. Mivel ebben a populécidoban a
feln6tt egyedek jelolve vannak (Balazs és mtsai. 2015, 2020a), ezzel az ismételt mintavételt
elkeriiltiik. Az egyik buvar befogta az allatot, a masik pedig elvégezte a bortamponalast, amely
kevesebb, mint egy percet vett igénybe, és jellemzden csak 20-30 masodpercig tartott (a
folyamatrol késziilt vide6t lasd Balazs és mtsai. 2020b elektronikus kiegészitd informaciok
kozott). Minden allatot pontosan a befogas helyén engedtiink szabadon.

A mintavételhez egy standard szajnyalkahartya mintavevo palcat (Isohelix SK-2S, Cell Projects
Ltd., Kent, Egyesiilt Kirdlysag) hasznaltunk, amelyet kiss¢ modositottunk harom 1épésben (31.
abra, Balazs és mtsai. 2020b, elektronikus kiegészit6 file). Elsé 1épésben a pamut mintavevé
részt egy vékony selyemszallal rogzitettiik a palcdhoz, hogy elkeriiljik a pamut viz alatti
levalasat. Masodszor, a palcat félbevagtuk a viz alatti konnyebb kezelhet6ség érdekében (ez a
palca végén taldlhatdé pamut mintavevd eppendorf cs6be toréséhez sziikséges). Harmadszor,
egy darab polietilén foliat helyeztiink az etanollal toltott cs6 és a fedokupakja kozé (31. abra),
hogy a vizszennyezést és az etanol higuldsat a minimalis szinten tartsuk, mikdzben a
fed6kupakot a viz alatt kinyitjuk a minta cs6be helyezésekor. A DNS-mintat tartalmaz6 palcat
a mintavétel utan azonnal az etanollal t61tott, dupla kupakkal ellatott csovekbe helyeztiik. A
gyakorlatban 1) kinyitottuk a kis kupakot (31. abra), és a palca végén 1év6 pamut mintavevivel
atszartuk a polietilénfoliat, 2) a palcat ugy tortiik el, hogy a teljes minta a cs6ben maradjon, és
3) lezartuk a kis kupakot. Ezzel a technikdval minimalisra csOkkentettiik a vizbol torténd

kontamindciot és a higitast.
/ Kis kupak
Nagy kupak
>
N\
Polietilén folia
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31. abra. Dupla-fedeles milanyag csd, a mintavevd palca és annak elhelyezése az etanolban a mintavétel soran
(sematikus rajz).
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Mivel a nem-invaziv DNS-mintavételi modszerek az alacsony DNS-mennyiség miatt gyakran
kérdéses eredményeket adnak (Broquet és mtsai. 2007, Ficetola és mtsai. 2019, Taberlet és
mtsai. 1999), célunk az volt, hogy moddszeriinket egy nagyobb DNS-mennyiséget biztositd
mintavételi technikaval szemben validaljuk. Ezért egy egyedtd]l mintat gyijtottiink mind a fent
részletezett palcas modszeriinkkel, és ezzel parhuzamosan egy interdentalis kefe (Curaprox
CPS Prime, Curaden AG, Svijc) segitségével is. Ez a modszer az érzékeny kétéltiiek boérére
gyakorolt hatdsa miatt félig invazivnak tekinthetd, de tobb DNS-t eredményez (lasd az
eredményeket), ezért hasznos a mennyiségi problémak ellendrzésére, amely az allatok jolétét
minimalisan veszélyezteti. A mintakat az Eo6tvos Lorand Tudomdanyegyetemre (Budapest,
Magyarorszadg) szallitottuk ¢és -20 C’-on taroltuk. 2017 juliusdban a Magyar
Természettudomanyi Mtizeum Molekularis Taxonomiai Laboratoriumaban, a DNS-kivonasig
-80 C°-on helyeztiik el.
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Laboratoriumi elemzések

A DNS-t a mintavevd palcak pamut végébol a QlAamp DNA Micro Kit (Qiagen, Hilden,
Németorszag) segitségével izolaltuk a gyartd protokolljadnak megfelelden, €és a proteinaz-K
emésztési 1épés utan a QIAshredder oszlopokkal (Qiagen, Hilden, Németorszag) tisztitottuk
tovabb. A DNS-koncentraciot NanoDrop1000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific,
Walthem, USA) mértiik. Tiz fajspecifikus mikroszatellita-lokuszt egyedileg felszaporitottunk a
Voros és mtsai. (2019) tanulmanyban részletezett laboratoriumi protokoll szerint. Egy korabbi,
négy horvatorszagi P. anguinus-populacion végzett vizsgalat soran (lasd 3.2 alfejezet) az
allélok szdma ezeken a lokuszokon 2 és 14 k6zott mozgott (Vords és mtsai. 2019, 1. tdblazat),
a varhaté heterozigotasagi értékek pedig 0-0,505 kozott voltak (Vords és mtsai. 2019). A
polimeraz lancreakci6 (PCR) termékeit 1,4%-os agardoz gélen ellendriztik. A
fragmentumhossz-elemzést Applied Biosystem/Hitachi 3130 Genetic Analyzer szekvenatorral
végeztiik a FragmentAnalysis 36 POP7 protokoll szerint. A fragmenthosszak leolvasashoz
pedig a Peak Scanner v1.0 szoftvert (Thermo Fisher Scientific, Walthem, USA) hasznaltuk.
Annak tesztelésére, hogy vajon eredményeink nem a mintavétel soran a kornyezetben jelen 1év6
P. anguinus DNS-sel valé keresztkontaminaciot tiikrozik-e, a tiz mikroszatellita-lokuszt a
palcaval vett mintdkkal parhuzamosan a vizbdl izolalt kérnyezeti DNS-t mint templatot
hasznalva is amplifikaltuk. Ennek els6 Iépéseként 3x1,5 liter barlangi vizet gyljtottiink
ugyanarrol a helyr6l, és a laboratoriumba szallitottuk. A kdrnyezeti mintakat a 3.1. alfejezetben
bemutatott, Voros és mtsai. (2017) tanulmanyban ko6zolt protokoll szerint gyiijtottiik ¢és
dolgoztuk fel. A P. anguinus-DNS jelenlétét minden egyes eDNS-mintabdl a mitokondrialis
kontroll régi6 64 bp hosszusdgu fragmentuménak kimutatasaval igazoltuk (VOrds €s mtsai.
2017). A tiz mikroszatellita-lokuszt ezutdn ezeken a templatokon teszteltiik, beleértve egy
pozitiv kontrollt (a horvatorszagi Markarova-barlangb6l befogott példanybdl szarmazo,
szovetmintabol izolalt DNS, amelyet 100%-os sikerrel amplifikaltunk (V6ros és mtsai. 2019))
¢és egy negativ kontrollt (ugyanazzal a reagenskészlettel, de templat helyett 1 pl steril vizet
alkalmazva). A PCR-reakciot, a PCR-termékek ellenérzését, a fragmenthossz-elemzést és az
adatok leolvasasat ugyantgy végeztiik, mint a 22 hercegovinai vakgéte-egyed esetében.

Statisztikai elemzés

A populacion beliili genetikai valtozatossag hianya miatt (lasd Eredmények fejezet) nem
lehetett alapvetd populaciogenetikai mutatokat szamolni. A Vords €s mtsai. (2019) altal mar
lek6zolt adathalmaz segitségével azonban Gssze tudtuk hasonlitani a mi populacionkat négy
horvatorszagi populacioval. A GENEPOP (Raymond és Rousset 1995) segitségével paronkénti
Fst-t szdmoltunk a populaciok kozott. Az 6t populécid tavolsag szerinti elkiiloniilését a Mantel-
teszt (Mantel 1967) segitségével vizsgaltuk a paros Fst/(1-Fst) értékek és a paros foldrajzi
tavolsagok logaritmusanak sszehasonlitasabol az ISOLDE in GENEPOP on the Web program
segitségével (Raymond és Rousset 1995). Az 6t P. anguinus-populacio kozotti genetikai
szerkezet tovabbi értékeléséhez PCOA (fékoordinata) elemzést végeztiink a kovariancia-
matrixbdl generalt genetikai tavolsagmatrixon a GenAlEx 6.5 program (Peakall & Smouse
2006) alkalmazasaval.

Eredmények

A 22 izolalt DNS-minta spektrofotométerrel mért DNS-koncentracidja 15-73 ng/ul kozé esett
(29,29 + 14,82 ng/ul, atlag +£ SD). Az abszorbanciaaranyok 1,69-2,12 (260nm/280nm) ¢és 0,9-
2,1 (260nm/230nm) kozott voltak. A 10 mikroszatellita-l16kusz PCR-reakcidok 60-100%-a volt
sikeres. Kilenc 16kuszon tudtunk fragmenthossz-elemzést végezni, amelyek minden egyedben
homozigotak voltak (Lasd Balazs és mtsai. 2020b - 1. tablazat). A kilenc allélbdl 6t6t korabban
mar leirtak a P. anguinus esetében, harom (Pa48, Pa52, Pal07) a leirt alléltartomanyon beliil,
egy (Pal06) pedig azon kiviil volt (V6ros és mtsai. 2019) (Lasd Balazs és mtsai. 2020b, 1.
tablazat).
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Nem kaptunk amplifikalt terméket a tiz mikroszatellita-lokuszra a kornyezeti DNS-t
templatként hasznalva, ¢és a negativ PCR-kontrollok is tisztdk maradtak. A pozitiv PCR-
kontrollbol sikeresen amplifikaltuk a P. anguinus DNS-ét mind a tiz mikroszatellita-lokusz
esetében. A szajnyalkahartya mintavevo-palcaval €s az interdentalis kefével torténd mintavétel
ugyanattol az egyedtdl 73 ng/ul, illetve 503 ng/ul DNS-t eredményezett. Az interdentalis
szamban és méretben pontosan ugyanazokat az allélokat adtak, mint a szajnyalkahartya-minta.
Az 6t populacio Osszehasonlitasa jelentds genetikai struktirat mutatott, az Fst 0,31 és 0,92
kozott mozgott (atlag = 0,71; mindegyik P < 0,0001; 11. tablazat). A paros Fst-értékek a
Vruljak 1 barlangi populéci6 és a négy horvatorszagi populécié kozott voltak a legmagasabbak
(11. tablazat). A foldrajzi tavolsag-alapu elkiiloniilés nem volt szignifikans (Mantel-teszt, P =
0,09).

Markarova Pincinova Vedrine Rupecdica
Markarova 0
Pincinova 0.67 0
Vedrine 0.72 0.66 0
Rupecica 0.31 0.67 0.73 0
Vruljak 0.82 0.82 0.92 0.83

11. tablazat. Az 6t vizsgalt populacio kozotti, kilenc mikroszatellita-16kuszon alapuld, paronkénti FsT értékek.
A jelen tanulmanyban vizsgalt Vruljakl populaciot érint6 értékeket vastagon szedett szamokkal jeloltiik.

A fékoordinata-elemzés jelentds struktirat mutatott a kiilonb6z6 hidrogeografiai rendszereket
képviselé populaciok kozott. A PC1 és PC2 altal magyarazott variancia 35,83% ¢és 24,6% volt.
A két fokoordinata diagramja egyértelmu elkiiloniilést mutatott az 6sszes populacido kozott,
kivéve a Rupelica- és a Markarova-barlangot, amelyek genetikailag kozelebb allnak
egymashoz, mint a tobbi populacidhoz (32. abra).

Fékoordinata elemzés
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1. koordinata

32. abra. A hercegovinai (Vruljak 1) és a horvatorszagi (Pincinova, Vedrine, Rupeéica és Markarova barlangok)
Proteus anguinus egyedek kozotti, f6koordinata-elemzéssel kapott genetikai szerkezete. A beillesztett
térképrészlet az 6t allomany el6fordulasat mutatja.
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Diszkusszio

Tanulmanyunkkal bebizonyitottuk, hogy a nem-invaziv, in situ viz alatti DNS-mintavétel és a
kereskedelmi forgalomban kaphato, altalunk enyhén modositott, szajnyalkahartya mintavevo
alkalmazasa a legnehezebb kornyezeti koriilmények kozott is sikeres lehet. A mintavételi
eljaras kevesebb, mint egy percet vett igénybe anélkiil, hogy a vizsgalt egyedeket el kellett
volna mozditani a kornyezetiikb6l. A nyert mintak elegendé minéségii és mennyiségii DNS-t
tartalmaztak kilenc mikroszatellita-l10kusz elemzéséhez. A fragmenthossz-elemzések azt
mutattak, hogy a vizsgalt P. anguinus-populacié nem mutat genetikai valtozatossagot a vizsgalt
lokuszokon.

DNS-clemzéseket rutinszeriien végeznek a legkiilonbozobb kutatasi teriileteken. Bizonyos
koriilmények kozott azonban, példaul ha a vizsgalt éldhely, populacid vagy egyedek
sériilékenyek, a DNS-mintavétel nem feltétleniil egyszeri folyamat, mivel az dallatok
elpusztitasa etikai, természetvédelmi vagy tudomdnyos okokbdl gyakran elfogadhatatlan
(Ficetola és mtsai. 2019, Taberlet és mtsai. 1999). Az egyik lehet6ség az allatok begyljtése és
ideiglenes eltavolitasa az €lohelylikrdl, egy invaziv vagy lehetleg nem-invaziv mintavételi
eljaras elvégzése, majd szabadon engedése. Ez a megkozelités még mindig problémaés lehet,
mivel sok esetben nem rendelkeziink adatokkal az ideiglenes eltavolitas rovid- és hosszatava
hatasairol, kiilonosen, ha invaziv mintavétellel parosul. JO példa erre az ujjperclevagés, ami
sz¢les korben alkalmazott modszer volt a kétéltliek egyedi jelolésére, és sokaig azt feltételezték,
hogy artalmatlan. Késébb kideriilt, hogy ez a feltételezés jonéhany faj esetében tévesnek
bizonyult (McCarthy & Parris 2004). Még ha a mintazott példanyok latszolag probléma nélkiil
vészelték at a folyamatot, az ¢él6helyiikrdl kiemelést és az attelepités befolyasolhatta jovOobeni
fittnessziiket. Szamos, kiilonb6z6 taxonon végzett kisérlet kimutatta, hogy a kifejlett egyedek
territoriumokbol torténd ideiglenes eltavolitasa atrendezheti a populaciok szocialis haldzatat,
az attelepitésiik pedig tovabb bonyolitja a helyzetet (pl. Shutler & Weatherhead 1992, Stiver és
mtsai. 2006, Thompson 1977). A legjobb megoldasnak egy in Situ, nem-invaziv, minimalis
kezelést ¢és id6t igényld mintavételi moddszer tlinik. Kashiwagi és munkatirsai (2015)
fogkefével gyljtottek in situ nyalkat manta rajaktol (Manta birostris), majd a mintat a
szarazfoldon konzervaltak. Késobb sikeresen hasznaltadk a mintakat mitokondrialis DNS,
nuklearis DNS és mikroszatellita-l0kuszok amplifikalasara. A manta rajak abban az értelemben
kiilonlegesek, hogy nagyok (méretilk > 5 m lehet és stilyuk akar 2-3000 kg-ot is elérheti) és
viszonylag szelidek, igy befogas nélkiil megkdzelithetéek és mintazhatoak, ha sekély vizben
tartozkodnak és sikeriil er6sen surolni 6ket a nagy mennyiségii bérminta gytijtéséhez. Ugyanez
a megkozelités azonban nem alkalmazhat6 a kistestli és félénk fajok esetében, ahol csak kis
mennyiségli bornyalkahartya gylijthetd, vagy az érzékenyebb borli fajoknal (pl. kétéltiiek).
Ezenkiviil a minta degradalodhat vagy megsemmisiilhet olyan él6helyeken, ahol a szarazfold
eléréséhez idOre van sziikség, mint példaul a barlangok nehezebben megkdozelithetd részei vagy
nagy mélységekben. A mi innovacionk megoldja ezeket a problémakat, mivel a pamut palcavég
nem sérti meg az érzékeny bort, és - az azonnali mintakonzervalasi folyamatnak koszonhetden
- kis mintamennyiségek és hosszll meriilések esetén is mitkodoképes. Az altalunk nyert mintak
mennyisége és mindsége megfeleld volt a mikroszatellita-elemzésekhez, és valosziniileg mas
megkozelitésekhez, példaul mtDNS-szekvenalashoz vagy SNP-alapu populacioszerkezeti
elemzésekhez is megfeleld lenne.

Korabbi tanulmanyunkban (3.2 alfejezet) négy horvatorszagi P. anguinus-populacio kozott
jelentds genetikai elkiiloniilést és valtozatossagot talaltunk, ugyanazokat a fajspecifikus
markereket hasznalva, mint amelyeket a jelen tanulmanyban is alkalmaztunk. Ezzel szemben a
hercegovinai populaci6 a vizsgalt markerekben a genetikai valtozatossag teljes hianyat mutatta;
mind a 22 egyedben, mind a kilenc 16kusz, egyetlen allélt adott. A talalt allélok koziil négy
hianyzott a horvat populaciokbol, koziilik harom az ismert fragmenthossz-tartomanyon beliil,
egy pedig azon kiviil volt (Lasd Balazs és mtsai. 2020b - 1. tablazat). A Vruljak 1 barlangi
populacio genetikai valtozatossaganak teljes hianyat az alapité (founder) hatas, palacknyak-
effektus, alacsony effektiv populacioméret vagy beltenyésztés okozhatja. A Vruljak-
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barlangrendszer hidrologiailag elszigeteltnek tekinthet6 a P. anguinus altal lakott mas barlangi
okoszisztémaktol (Lewarne €s mtsai. 2010), ahol 2010 6ta minden évben stabilan magas felnott
egyedszamot és sok fiatal egyedet figyeltiink meg. Jelolés-visszafogas adatok (Balazs és mtsai.
2015, 2020) bizonyitjak, hogy a P. anguinus ebben a populacioban extrém helyhiiséget mutat,
azaz jellemzéen néhdny métert mozog tobb ¢év alatt. A génaramlas hidnya ndveli a
beltenyésztettség valdszintiségét (Frankham 2015), mig az extrém helyhiiség és ivarérett kor
késoi elérése (atlagosan 12,5 év, Voituron és mtsai. 2011) alacsony effektiv populacioméretet
eredményezhet. Egyiitt elemezve a négy horvatorszagi populacioval azt talaltuk, hogy bar
valamennyi populécio jelentdsen kiilonbozik genetikailag, a Vruljak1 populécié all legtavolabb
az 0sszes tobbi populéciotdl. A foldrajzi tavolsag-alapu elszigetelddést (IBD) nem tdmasztottuk
ald, azonban ezt a megallapitast a vizsgalt populaciok alacsony szdma miatt Ovatosan kell
kezelni.

Azt, hogy egy természetes populacioban gyakorlatilag nincs genetikai valtozatossag, tobb
modszertani probléma is okozhatja. Az els6 a mintaszam. Bar 22 egyed és kilenc
mikroszatellita-lokusz nem tekintheté jelentés mintaszamnak, a mintavételiink kiterjedése
Oonmagaban nagy valo6szinliséggel nem okoz kiilondsebb hibat (Hale és mtsai. 2012). El16z6
tanulmanyunkban (3.2 alfejezet) négy horvatorszagi populacidban taldltunk jelentds genetikai
valtozatossagot hasonlé mintaszammal, még egy minddssze hat egyed altal reprezentalt
populacidban is. A mésodik lehetséges probléma féként a nem-invaziv mddszerekkel gytijtott
DNS esetében relevans. Ha az izolalt DNS talsagosan kis mennyiségii, az allélkiesés (allelic
dropout), azaz amikor a heterozigota egyedek egyik allélja nem amplifikalodik, lefelé
torzithatja a heterozigotasag és az alléldiverzitas becsléseket (pl. Broquet és mtsai. 2007,
Taberlet és mtsai. 1999). Mi azonban minden vizsgalt 10kusz esetében egyetlen allélt talaltunk
minden egyedre vonatkozdan, ami nem valdszinii, hogy pusztan allélkiesés okozta volta, hacsak
a genetikai valtozatossag nem extrém alacsony mar eleve. Tovabba, amikor 6sszehasonlitottuk
ugyanannak az egyednek két DNS-mintajat, az egyiket a tanulmanyunkban bemutatott
mintavételi modszerrel, a masikat pedig dentdlis kefével (amelybdl hétszer tobb DNS-t
nyertiink) gyijtottiikk, az eredmények nem valtoztak. Harmadszor, fennéll annak a lehetdsége,
hogy nem a legmegfelelobb DNS-markert hasznaltuk. Olyan fajspecifikus primereket
valasztottunk, olyan protokollokkal, amelyeket mar sikeresen teszteltiink a P. anguinus tobb
allomanyan, és negativ és pozitiv kontrollok segitségével a vizben 1év6 kornyezeti DNS-en.
Végiil, felmeriilhet az egyendtlen mintdzasi stratégia. A Vruljak 1 barlangban egy 270 m hossza
jaratbol vettiink mintat. A barlang ennél hosszabb, és nem tudtuk megkozeliteni a sziik
hasadékokban tartozkodd egyedeket. Ugyanakkor valdsziniitlen, hogy €ppen egy besziikiilt
genetikai alloméanyt szubpopulaciot sikertilt megmintaznunk egy valtozatos alloméanyon beliil.
Osszefoglalva, sikeresen kifejlesztettiink és teszteltiink egy alacsony koltségili és megbizhat6
modszert a kistestli allatok in situ viz alatti DNS-mintavételére azoknal a fajoknal, ahol a
boérkenetmintavétel alkalmazhat6. Reméljiik, hogy a mddszer lehetévé teszi az ilyen fajokkal
foglalkoz6 mas kutatok szdmara is, hogy genetikai elemzéseket végezzenek anélkiil, hogy
sziikségteleniil veszélyeztetnék a sériilékeny populdciokat ¢€s ¢lohelyeket. Modszeriink
nyilvanvaléan nem barlangspecifikus, hanem barmilyen vizi éléhelyen, példaul
korallzatonyokon is alkalmazhatd, és nemcsak kétéltiieknél, hanem halaknal, puhatestiicknél,
férgeknél vagy barmely olyan fajnal, amelynek a borfeliiletén mintazhat6 nyéalkaréteg talalhato.
A vizsgalt P. anguinus populacioban kilenc mikroszatellita-l6kuszon a genetikai valtozatossag
teljes hianyat tapasztaltuk. Bar ezek a lokuszok a genomnak csak kis részét képviselik, mas
populaciokban nagyfoku variabilitast mutattak. Eredményeink azért is meglepéek, mert a
barlang évtizedek 6ta tartd megfigyelései soran minden évben stabil szamu felndttel és sok
fiatal egyeddel talalkoztunk. A genetikai valtozatossag hidnyanak okai és kovetkezményei
tovabbi vizsgalatokat igényelnek.
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4. Két levelibékafaj (Litoria aurea és Litoria raniformis) filogeografiaja és molekularis
szisztematikaja Oceaniaban

4.1. A két levelibékafaj betelepitésének torténete Ausztraliabol Uj-Zélandra

Két levelibékafajt (Litoria aurea (Lesson, 1829) és Litoria raniformis (Keferstein, 1867))
(Amphibia, Anura, Hylidae, Pelodriadinae), az 1800-as évek végén Ausztraliabol telepitettek
at Uj-Zélandra (Thomson 1922) azért, hogy taplalékot biztositsanak a kacsaknak, és hogy
gyéritsék a szinyoglarvakat (Druett 1983, McCann 1961). Ausztraliaban a Litoria aurea Uj-
Dél-Wales Allam (UDW) keleti és délkeleti részén és Victoria Allam keleti részén fordul el6
(33a. abra), mig a L. raniformis UDW délkeleti lejt6it6l Victoria Allamon keresztiil Dél-
Ausztralia délkeleti részéig terjed, de el6fordul Tasmaniaban is (Cogger 1975) (33b. abra). Mig
Ausztralidban mindkét faj veszélyeztetett (Pyke 2002, Pyke és mitsai. 2002), sikeresen
elterjedtek Uj-Zélandon (Gill & Whitaker 1996), ahol jelentds alloméanyok alakultak ki az
eredeti ¢l6helyeikhez hasonld teriileteken (Pyke 2002, Pyke és mtsai. 2002). A Litoria aurea
Uj-Zélandon az Eszaki-sziget északi felén (33a. dbra), mig a L. raniformis az egész Eszaki- és
Déli-szigeten elterjedt (33b. abra). A két faj egyiitt fordul elé Northlandben, az Eszaki-sziget
északi csiicskén (Bell 1982).

Kevés informacio all rendelkezésre a két faj betelepitésének idejérdl és helyér6l. Thomson
(1922) szerint a ,,Hyla aurea”-t az Auckland Acclimatization Society hurcolta be Sydneybdl
(Uj-Dél-Wales) Aucklandbe (Uj-Zéland, Eszaki-sziget). Tovabbi feljegyzések szerint a
Canterbury Acclimatization Society 1867-ben Tasmania fovarosabol, Hobartbol szallitotta be
Canterbury-be (Uj-Zéland, Déli-sziget) a ,,Hyla aurea™t (ez valdsziniileg a L. raniformis
lehetett, mert csak ez a faj ¢] Tasmaniaban), majd a Southland Acclimatization Society szallitott
békakat Southlandbe (Wallacetown) 1868-ban. Késdbb tobb regionalis attelepités is tortént Uj-
Zélandon beliil; példaul, 60 ,,Hyla aurea”-t szallitottak Southlandbe Napierbol 1888-ban
(Thomson 1922).

Tanulméanyunkban a jelenleg Uj-Zélandon megtalalhato L. aurea és L. raniformis populaciok
eredetét probaltuk azonositani, megvizsgdlva a kozottik 1évé genetikai kapcsolatokat.
Megvitattuk tovabba a betelepités Gkoldgiai és evolicids kovetkezményeit Uj-Zélandon.

Modszerek

Terepi mintavétel

Hét populaciét mintdztunk Uj-Zélandon és 13 helyrdl gytijtottiink mintat Ausztraliaban (12.
tablazat, 33. dbra) 2002 és 2005 kdzott. Mintavételiink soran nagyjabol 1 mm?-es szdvetdarabot
csiptiink le a békak ujjpercérdl steril ollo segitségével majd 98%-o0s etanolban konzervaltuk
Oket. Kozvetleniil a mintazas utan az allatokat a befogas helyén szabadon engedtiik. Tovabbi
szovetmintakat igényeltiink a Dél-Ausztraliai Muzeumtoél, Geoffrey Heard (La Trobe
University) és Emma Burns (University of New South Wales) kutatoktol. Négy ismeretlen
eredetii, alkoholban konzervalt példanyt is elemeztiink.

Laboratériumi modszerek

A DNS-t egy moédositott Cetiltrimetil-Ammonium-Bromid (CTAB) protokoll (Cullings 1992)
segitségével izolaltuk. A citokrom-oxidaz I (cox1) gén egy szakaszat szaporitottuk fel a Voros
és mtsai. 2009 tanulmanyban részletezett protokollokat hasznalva (lasd 624-625 oldal). A PCR-
termékeket egy ABI 3100-as automatizalt szekvenatorral (Applied Biosciences) elemeztiik a
Canterbury Egyetem Biologiai Tudomanyok Iskoldja laboratoriuméaban (Christchurch, Uj-
Z¢land).

Statisztikai elemzések

A coxl szekvenciakat a Bioedit (Hall 1999) szoftver segitségével illesztettiik és a variabilis

pozicidkat egyesével, manualisan vizsgaltuk at a kromatogramok szemrevételezésével. A

mintakat ezutdn foldrajzi régidok szerint a kdvetkezO modon csoportositottuk: L. aurea -

Northland, Coromandel-félsziget - Waikato régié Uj-Zélandon beliil, valamint Uj-Dél-Wales

és Victoria Ausztralian beliil; L. raniformis - Eszaki-sziget és Déli-sziget Uj-Zélandon belil,
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valamint Victoria, Dél-Ausztralia és Tasmania Ausztralian beliil (34. abra). A haplotipusok
kozotti kapcsolatokat statisztikai parszimonia-halozat épitésével vizsgaltuk (TCS, 1.21-es
verzio, Clement és mtsai. 2000), amely a haplotipusokat elvalaszté mutacios kiilonbségeken
alapul. A populaciok egymasba agyazott genetikai szerkezetének vizsgalatahoz és az Ausztralia
és Uj-Zéland kiilonboz6 régidiban talalhatd haplotipusok kozotti kapesolat feltarasahoz a BAPS
3.2 szoftvert (Corander és mtsai. 2006) alkalmaztuk. A betanitott klaszterezést (trained
clustering) alkalmaztuk, amelyben az ausztral populacidkat tekintettiik referencia csoportoknak
amelyek lehetséges kolonizacios forrasok lehettek, és az Uj-Zélandon mintazott egyedekre
pedig ismeretlen eredetli mintazasi egységekként tekintettiink.

Eredmények

A végso illesztés 27 L. aurea és 32 L. raniformis egyed mitokondrialis cox1 génjének 594
bazispar hosszu szakaszat eredményezte (12. tablazat). Hat haplotipust képviselt a L. aurea ¢és
11-et a L. raniformis. A L. raniformis két mitokondrialis vonalra valt szét. A L. auredn beliil
négy variabilis poziciot talaltunk (harom parszimoénia-informativ), a L. raniformison beliil
pedig 50 variabilis pozicio volt (43 parszimoénia-informativ).

A L. aurea esetében gyenge foldrajzi strukturaltsagot figyeltiink meg (34. dbra). Hat haplotipus
fordult elé a két f6 régioban (34a. abra). Két haplotipus (Lal és La2) Ausztralidban és Uj-
Zélandon is eléfordult. Az Lal haplotipuson Northland és Uj-Dél-Wales allomanyai osztoztak,
mig az La2 haplotipus a Coromandel-félszigetr6l és Waikatobol szarmazé egyedekbdl keriilt
eld. A Victoria Allamban gyiijtott békakban egy egyedi haplotipust (La5), Uj-Dél-Wales-ben
pedig két egyedi haplotipust (La4 és La6) talaltunk, és a Coromandel-félszigeten is csak egy
egyedi haplotipus (La3) fordult eld, amelyek egy mutacids 1épésre voltak csak egymastol.

Northland

Coromandel

33. abra. Ausztralia és Uj-Zéland térképe a Litoria aurea (a) és L. raniformis (b) el6fordulasaval (sziirke teriilet).
A szamokkal jelolt pontok a 10 L. aurea (a) és a 11 L. raniformis (b) mintavételi helyet jelzik. A mintavételi helyek
kodjai és a régiok megegyeznek a 12. tablazatban foglaltakkal.
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Ezzel szemben a L. raniformis jelent6s genetikai struktarat mutatott (34b. abra). Egyetlen k6zos
és hat egyedi haplotipus volt a Victoria Allambél szarmazé és a Déli-szigetrél szarmazod
mintakban (Lr2-Lr7). Harom mutacioés Iépés valasztja el a Tasmaniabdl szarmazo egyedeket
(Lr8) a leggyakoribb haplotipustol. Egy Victoria Allambol szarmazé (Lr9) és két Dél-
Ausztraliabol szarmazo (Lr10-Lr11) haplotipus 38 mutacios 1épésre van a tobbi haplotipustol,
igy a statisztikus parsziménia haplotipus-hédlozatba nem volt illesztheté 95%-nal nagyobb
valoszinliséggel.

A populéciostruktiara elemzés a L. aurea esetében az dsszes Northlandbdl szarmazo6 egyedet
Uj-Dél-Wales északi részének alloméanyaival egy klaszterbe sorolta, mig a Coromandel-
Waikato régi6 egyedei Uj-Dél-Wales déli részének allomanyaival mutattak rokonsagot (34a.
abra) (optimalis particié marginalis valdszintisége = -11,21). Az egyik ismeretlen egyed a
northlandi egyedekkel mutatott egyezést (Lal haplotipus), mig harom egyed pedig nagy
valoszinliséggel a Coromandel-Waikato régiobol szarmazott (La2 és La3 haplotipusok). A L.
raniformis esetében az Osszes egyed a Victoria Allambol gyiijtott egyeddel keriilt egy
klaszterbe (Lrl-Lr7 haplotipusok). A dél-ausztrali csoport kiilonallo klaszter maradt az Lr9 és
az Lr11 egyedi haplotipusokkal, és a Victoria Allammal kézos Lr10 haplotipussal (34b. abra;
optimalis particid6 marginalis valdsziniisége = -146,7). Az egy egyed altal képviselt Lr8
haplotipus Tasmaniabol nem keriilt be az elemzésbe.

Faj, lel6hely és csoport neve Lel6hely kodja N Haplotipus Génbank kodok

L. aurea

Homebush (D-UDW, Aus) 1 2 La2, La6 EU043182, EU043183

Point hicks (Vic, Aus) 2 2 La5 EU043185, EU043186

Sandgate, Newcastle (E- UDW, Aus) 3 2 Lal EU043177, EU043184

Lake Meroo (D-UDW, Aus) 4 2 La2, Lad EU043178, EU043179

Broughton Island (E- UDW, Aus) 5 2 Lal EU043187, EU043188

Crescent Head (E- UDW, Aus) 6 2 Lal EU043180, EU043181

Karikari peninsula (Northland, NZ) 7 4 Lal EU043166 - EU043169

Kerikeri (Northland, NZ) 8 2 Lal EU043162, EU043163

Whangarei (Northland, N2) 9 2 Lal EU043164, EU043165

Te Aroha (Coromandel, N2) 10 2 La2, La3 EU043171, EU043172

Otorohanga (Waikato, N2Z) 11 1 La2 EU043174

Ismeretlen leldhelyek (Unknown, NZ) 4 Lal, La2, La3 EU043170, EU043173,
EU043175, EU043176

L. raniformis

Waikerie (DA, Aus) 1 1 Lr10 EU043219

Murtho Park (DA, Aus) 2 1 Lrll EU043220

Strathbogie (Vic, Aus) 3 1 Lr9 EU043215

Chowilla (DA, Aus) 4 1 Lr10 EU043216

Colac (Vic, Aus) 5 1 Lr6 EU043218

Donnybrook, Melbourne (Vic, Aus)  6a 1 Lr3 EU043201

Campbellfield, Melbourne (Vic, Aus) 6b 3 Lrl, Lr7 EU043202 - EU043204

Gretna, Tasmania (Tas, Aus) 7 1 Lr8 EU043217

Karikari peninsula (Eszaki-sziget, NZ) 8 2 Lr3 EU043197, EU043198

Whangarei (Eszaki-sziget, NZ) 9 2 Lr3 EU043199, EU043200

Christchurch (Déli-sziget, NZ) 10 8 Lrl, Lr4, Lr5 EU043189 - EU043196

Alexandra (Déli-sziget, NZ) 11 10 Lrl, Lr2 EU043205 - EU043214

12. tablazat. Lelohelyek és csoportkodok, amelyeket az elemzésben alkalmaztunk, mintaszamok (N), a
mitokondrialis cox1 haplotipus koédok. A leldhelykdédok megegyeznek a 33. dbran feltiintetett szdmokkal, a
heplotipus kodok pedig a 34. abran jelzett kodokkal. A Génbank kddok a NCBI adatbazis kodszamokat jelolik.
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Diszkusszio

Litoria aurea

Az mtDNS-szekvencia adatok azt mutattak, hogy a L. aurea fajt nagy valosziniiséggel Uj-Dél-
Walesbél telepitették at Uj-Zéland Eszaki-szigetére. A statisztikus parszimonia-halozat (34a.
4bra) alapjan a northlandi (Kerikeri) és az Uj-Dél-Wales északi részérol (Sandgate, Crescent
Head, Broughton-sziget) szarmazo6 egyedek osztoztak a leggyakoribb haplotipuson (Lal). Az
La2 haplotipus pedig a Coromandel-félszigetrél - Waikato régioban illetve Uj-Dél-Wales déli
részén (Lake Meroo, Homebush) keriilt el6. Ez azt valoszintsiti, hogy két betelepités
torténhetett, egy Uj-Dél-Wales északi részérdl Northlandbe, és Uj-Dél-Wales déli részérdl a
Coromandel-félszigetre - Waikato régioba. Az utobbi esemény alatamasztja az irodalmi
feljegyzéseket, amelyek szerint a L. aurea-t Sydneybdl hurcolték be Uj-Zélandra (Thomson
1922).

Mitokondrialis DNS-en alapulé filogenetikai elemzése alapjan Burns és mtsai. (2007) két
kiilonboz6 pleisztocén refugiumteriiletet azonositott a L. aurea faj esetében: Uj-Dél-Wales déli
partvidékén és Victoria Allamban. A két elszigetelddott allomany az elterjedés déli és kozépsé
haplotipus halézatban. Ez lehetett az egyik alapité haplotipus ami aztan északra vandorolt és
végiil visszaszorult. A legnagyobb haplotipus-diverzitast a Coromandel-félszigeten és Uj-Dél-
Walesben talaltuk. Az La3 a Coromandel-félszigeten egy olyan elkiiloniilt haplotipus Uj-
Z¢élandon, amit elképzelhetd, hogy nem sikeriilt megmintaznunk Ausztralidban, illetve talaltunk
még egyedi haplotipusokat Victoria Allamban (La5) és Uj-Dél-Walesben (La4, La6). Ezen
eredmények Osszhangban vannak Burns és mtsai. (2004) mikroszatellita-lokuszokon alapuld
populaciogenetikai vizsgalataval, amely jelentds genetikai strukturaltsigot mutatott ki a faj
teljes elterjedési teriiletén, de homogenitast talalt az Osszefiiggd élohelyeken beliili egyes
allomanyok kozott. Burns és mtsai. (2004) szerint a populaciok fragmentalodasa a
kozelmultban — mindossze 30-40 évvel ezelott — kezdddhetett de mar ez is jelentds genetikai
sodrodast okozhatott a fragmentalt él6helyeken él6 populaciok esetében. Uj-Dél-Wales és
Victoria Allamok 6sszefiiggé élohelyein viszont a meglévd genetikai 4ramlis miatt
alacsonyabb mértékii a genetikai strukturaltsag.
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34. abra. A mitokondrialis cox1 haplotipusokbdl épitett statisztikus parszimonia-halézat a L. aurea (a) és L.
raniformis (b) esetében. A vonalakkal 6sszekotott korok egy mutacios 1épést mutatnak. A korok nagysaga az adott
haplotipust reprezentaldo egyedek szamaval aranyos. A kis méretl fekete pontok () hipotetikusan hianyzo
haplotipusokat jeldlnek. A haplotipusok el6forulasat térképen is abrazoltuk. A klaszterek a BAPs program
segitségével kapott csoportositast mutatjak.

Litoria raniformis

Ez a faj jelentdsebb genetikai véltozatossigot mutat Uj-Zélandon, mint a L. aurea. A
statisztikus parszimoénia-halézat azt mutatja, hogy a L. raniformis Victoria Allam déli részérdl
(Melbourne kornyékérol) keriilt be Uj-Zéland Déli-szigetére. Uj-Zélandon pedig emberi
segitséggel terjedt szét (Pyke 2002) és telepedett meg mindkét f6 szigeten. A mi eredményeink
nem tamasztjak ald, hogy a Canterbury-be telepitett allomany Tasmaniabol szarmazik
(Thomson 1922). A Tasmaniaban megtalalt haplotipus (Lr8) harom mutacios 1épéssel kiiloniilt
el a leggyakoribb haplotipustol (Lrl), ami azt sugallja, hogy a tasman klaszter egy genetikailag
elkiilontilt alloméany, ami a sziget kontinenstdl valo elszakadéasa 6ta, nagyjabol 14 000 éve
onalloan fejlodik (Lambeck & Chappell 2001). A tasman haplotipus genetikai tavolsaga a tobbi
haplotipustdl olyan jelentds, hogy nem valoszinli, hogy az uj-zélandi populdciok innen
szarmaznak, habar el6fordulhat, hogy nem sikeriilt minden haplotipust megtaldlnunk
Tasmaniaban. Az Lr9-Lr11 haplotipusok mindegyike legalabb 38 mutécios 1épéssel kiiloniilt el
a leggyakoribb haplotipustél (Lrl) (34. abra), amely Kelet-Ausztralidban és Uj-Zélandon
talalhatd. Ez a két tavoli haplotipus-vonal akar egy eddig ismeretlen, kriptikus faj jelenlétét is
jelezheti. Az északi haplotipus-vonalon beliil a Lr9-Lr1l haplotipussal rendelkezé négy
mintavételi hely koziil harom a Murray-folyo volgyében fekszik, ami azt sugallja, hogy ez a

crer
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a negyedik allomany amelyik szintén a Lr9-Lrl11 haplotipusokkal rendelkezik (Strathbogie),
Victoria Allam teriiletén talalhato, nem a Murray-folyé volgyében, és foldrajzilag elkiiloniil a
tobbi allomanytol. Az, hogy ez az allomany ilyen mértékben kiilonbozik genetikailag a tobbi
Victoria Allambeli populaciotél azt mutatja, hogy ezen allam sikvidéke (Victorian Plains)
milyen valtozatos szerkezetet mutat. Hasonldan Osszetett genetikai diverzitast ismertek fel az
itt él6 vizi szkink (Eulamprus tympanum) populécidin beliil is Nyugat-Viktoriaban (Scott &
Keogh 2003). Tanulmanyunk mintaszama és az altalunk hasznalt egy mitokondrialis marker
nem elegendd arra, hogy hatarozott filogeografiai leirast adjunk a L. raniformis esetében, ehhez
sziikséges lenne a faj tovabbi, mélyrehatobb vizsgélata.

Biotikus homogenizacio

A fosszilis leletekbdl kovetkeztetve az endemikus kétéltiifajok (Leiopelma spp.) széles
elterjedéstick voltak Uj-Zélandon, de az ember 1000-1200 évvel ezeldtti érkezésével az
egzotikus ragadozok behurcolasa, valamint az €l6helyek atalakitasa az dshonos fajok elterjedési
terliletének besziikiiléséhez vagy a fajok kipusztulasdhoz vezetett (Thurley és Bell 1994). Az
eurdpai telepesek érkezése tovabb fokozta az 6shonos fauna pusztulasat az idegenhonos kartevé
emldsok (patkanyok, macskdk, menyétfélék), egzotikus gerinctelenek és gyomnodvények
(Veitch & Clout 2002) behurcolasa altal. A Litoria aurea és a L. raniformis nagyjabol 140 éve
keriilt Uj-Zélandra és terjedt szét mindkét szigeten. Az 1j teriiletekre betelepiild egyedek
genetikai valtozatossaga gyakran alacsony az alapito hatas (founder effect) miatt, de a békak
kés6bbi ember altali mozgatisa Uj-Zélandon beliil tovabb homogenizalta a haplotipus-
polimorfizmust. Mivel egyik faj sem védett Uj-Zélandon, gyakoriak a lokalis attelepitések. Az
allatkereskedelem a legf6bb mozgatoja a két sziget kozotti mozgatasnak, ami azzal jar, hogy a
békakat az eredeti allomanytol tavoli él6helyeken engedik szabadon (Waldman és mtsai. 2001).
Az idegenhonos Litoria-fajok és az endemikus Leiopelma-fajok ritkan 1épnek egymassal
kolcsonhatasba természetes koriilmények kozott, mert mas mikroélohelyet foglalnak el (Bell
1982). Habar, Thurley és Bell (1994) emlitést tesz egy esetrél amely soran L. aurea fogyasztott
el egy Leiopelma archeyi példanyt a Whareorino-erdében (Waikato régio), ahol Litoria aurea,
Leiopelma archeyi és L. hochstetteri szimpatrikusan fordulnak el6. Habar az idegenhonos
Litoria-fajoknak nincs jelent6s kozvetlen 6kologiai hatasa az 6shonos 0j-zélandi kétéltiifajokra,
potencialis vektorai lehetnek a kétéltiibetegségeknek (Bell és mtsai. 2004, Waldman és mtsai.
2001). Az Uj-Zélandon é16 &shonos fajok kozott, alcsony prevalencia értékekkel ugyan, de
jelen van a Kkitrid gomba (Batrachochytrium dendrobatidis) amely a kitridiomikozis
megbetegedést okozza (Eda és mtsai. 2023).

A biotikus homogenizacid egyik f6 oka az urbanizacid. A lakott telepiilések terjeszkedése
hozzajarul az dshonos fajok eltlinéséhez és az urban ¢l6helyekhez alkalmazkodni képes fajok
megtelepedéséhez. Ausztralidban a L. aurea ¢s a L. raniformis még el6fordul olyan
viztestekben, ahol nagy a zavards, de tavol esik a lakott telepiilésektdl, mig 0j-Zélandon
tobbnyire kertekben vagy mezOgazdasagi teriileteken élnek (Pyke és mtsai. 2002). Az
attelepitett allomanyok az elmult 140 évben alkalmazkodtak 0j kornyezetiikhoz, és nagyobb
populacidkkal vannak jelen, mint eredeti él0helylikon, Ausztralidban. Ez a két levelibékafaj ma
mar Uj-Zéland kétéltiifaunajanak teljes értékii tagja. Jollehet dllomanyaik nagyobbak Uj-
Zélandon, mint Ausztraliaban, szamuk itt is csokken (Waldman és mtsai. 2001).
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4.2. A Litoria raniformis molekularis szisztematikaja Ausztralidban

Kelet-Ausztraliaban a pelodryadid Litoria aurea csoportot (sensu Tyler & Davies 1978) harom
faj alkotja: Litoria aurea (Lesson, 1829), Litoria raniformis (Keferstein, 1867), és Litoria
castanea (Steindachner, 1867). A harombol két faj (L. raniformis és L. castanea)
szisztematikaja sokaig problémas volt, féleg torténelmi okokra visszavezethetden, mint példaul
a tipusleléhely ismeretének hianya, a tipuspéldanyok eltiinése (Mahony és mtsai. 2013,
Thomson ¢és mtsai. 1996) valamint az allomanyok eltiinése, amelyek egyre kevésbé tették
lehetévé a bioldgiai valtozatossag 6sszehasonlitod vizsgalatat (Mahony 1999, Mahony és mtsai.
2013). Nem igaz ugyan ez a L. aurea esetében, amelynek a kézelmultban végzett molekularis
genetikai populdcidelemzései azt sugalltdk, hogy a jelenlegi populacidszerkezetet tavolsag
altali izolacié alakitotta Ki, és amely populacioszerkezet egyértelmiien mutatja a faj stabil
rendszertani statuszat (Burns és mtsai. 2004, 2007).

Ahogy korabbi tanulmanyomban (4.1 alfejezet) is bemutattam, a Litoria raniformis Ausztralia
délkeleti részén honos, és Dél-Ausztralia déli részétél Uj-Dél-Wales (NSW) Alsé Murray
Darling-medencéjén keresztiil Victoria és Tasmania Allamokig terjed. Betelepitették Uj-
Z¢élandra, ahol sikeresen elterjedt a két nagyobb szigeten (Thomson 1922, Vords és mtsai.
2008). Mikdzben a faj betelepitésének torténetét vizsgaltuk, jelentds szekvencia-divergenciat
észleltiink a mitokondrialis citokrom-oxidaz I génben a Murray-Darling medencében €16 és
Dél-Ausztralia partmenti populacioi kozott, ami ismeretlen, kriptikus fajok jelenlétére utalt.

A Litoria castanea-t Steindachner (1867) irta le tipuslokalitis megjelolése nélkiil, de
feltehetéen Uj-Dél-Walesbél (Cogger és mtsai. 1983, Haupl & Tiedemann 1978, Haupl és
mtsai. 1994). Courtice & Grigg (1975) leirt egy masik, hasonlo taxont, a Litoria flavipunctata-
t, a L. castanea emlitése nélkiil, egy foldrajzilag elszigetelt teriiletrdl Guyra-t6l nyugatra, Uj-
Dél-Wales északi hegyvidékén. Ezt kovetden Cogger és mtsai. (1983) feltamasztotta a L.
castanea taxont, és megallapitotta, hogy a L. flavipunctata a L. castanea junior szinonimja. Ezt
Thomson és mtsai. (1996) morfoldgiai és hivohangelemzések alapjan megerésitette. Irodalmi
adatok alapjan valaha a L. castanea néhany kisebb populaciéja volt ismert Uj-Dél-Wales
északi, kozépso és déli fennsikjain és az Ausztraliai Févarosi Teriiletrdl (Australian Capital
Territory) (Mahony és mtsai. 2013, White & Pyke 1999).

Az 1970-es évek vége oOta Kelet-Ausztralidban valamennyi Litoria-faj jelentds
allomanycsokkenést szenvedett el mind az eredeti el6fordulasi teriiletén, mind pedig az 1j
teriileteken, ahova ember altal behurcolva jutott el (Heard és mtsai. 2012, Mahony és mtsai.
2013, Pyke 2002, Waldman és mtsai. 2001, Wassens 2008). Eredetileg a L. raniformis gyakori
és széles elterjedésti faj volt a kontinensen Dél-Uj-Dél-Walesben és Victoria Allamban, de
ismert volt a King-szigeten, a Flinders-szigeteken, és Tasmania keleti és északi részén
(DEWHA 2009, Pyke 2002, Sadlier & Pressey 1994, Wassens 2008). Jollehet a tudomanyos
szakirodalom csak 1990 utan emliti a fajt, valosziniileg az 1970-es évek végére, 1980-as évek
elejére kihalt Uj-Dél-Wales délkeleti hegyvidékérdl (Osborne és mtsai. 1996). Hasonlé lokalis
kihalasok okozhattak a faj eltiinését 1989 elétt Uj-Dél-Wales nyugati részén, Victoria kozépsd
részén és Tasmania és Dél-Ausztralia egyes részein (DEWHA 2009, Pyke 2002, Sadlier &
Pressey 1994, Tyler 1997, Schultz 2008, Wassens 2008). A L. raniformis természetvédelmi
helyzetének legutobbi értékelése az IUCN vords listdjanak kritériumai alapjan a fajt a
veszélyeztetett (VU) kategoriaba sorolta (Gillespie és mtsai. 2020), és 6t f6 veszélyeztetd
tényez6t hatarozott meg: betegségek (foképpen a kitridiomikozis), éghajlatvaltozas, él6helyek
eltlinése, invaziv fajok (halak), és a helytelen vizgazdalkodas. Ausztralidban a faj szintén a
veszélyeztetett fajok listajan szerepel (EPBC Act 1999).

A L. castanea esetében is hasonld allomanycsokkenés kdvetkezett be, és mivel az 1970-es évek
eleje ota Uj-Dél-Walesben az északi- és a kozépsé-fennsikon (Tablelands), 1980 6ta pedig a
déli-fennsikon sem figyelték meg a fajt, kihaltnak tekintették (Mahony 1999). 2010-ben
azonban felfedeztek egy kis populaciot a déli-fennsikon, amelyet Litoria castanea fajként
azonositottak a lagyéktajékon és a combokon talalhato foltok mintazata alapjan (Hunter és
mtsai. 2018). A felfedezés lehetdvé tette, hogy molekularis vizsgalatokkal 6sszehasonlitsuk a
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L. aurea fajcsoporton beliili genetikai tdvolsagokat. Jollehet az ujrafelfedezés ota a populécio
dramai csokkenésen ment keresztiil, és nagy valdsziniileg eltiint a természetes élohelyérdl
(Hunter és mtsai. 2018, Geyle és mtsai. 2021), a sydneyi Taronga Allatkertbe sikeriilt egy
kisebb allomanyt megmenteni a déli-fennsik egyik populacigjabol. Az IUCN vords listdjan a
fajt a kritikusan veszélyeztetett kategoriaba (CR) soroltak (Gillespie és mtsai. 2020), és az
ausztral védett fajok listajan is a kritikusan veszélyeztetett fajok kozott szerepel (EPBC Act
1999).

Tanulmanyunkban a korabban a L. raniformis fajon beliil tapasztalt jelentés genetikai tavolsag
szisztematikai jelentOségét vizsgaltuk, felhasznalva ezt a L. aurea fajcsoport szisztematikai

crer

Modszerek
Mintavétel
A vizsgalt fajok elterjedési teriiletérdl a Murray Darling-medencébdl, Dél-Ausztralia délkeleti
részEérél, Victoriabol és Tasmaniabol gytjtottiink labujjperc, bérkenet vagy majmintakat, de
Victoria Allam kozéps6 részérél csak kevés minta allt rendelkezésre (35. abra, Voros és mtsai.
2023, 4-8. oldalak, 1. tablazat). A filogenetikai elemzésekhez és haplotipus halozatok
épitéséhez letoltottiink Victoria Allam déli részén 73 leldhelyrdl gyiijtott példany elemzésébol
szarmaz6 377 cox1 és 112 ND4 szekvenciat az NCBI GenBank-bol (Keely és mtsai. 2015)
(Voros és mtsai. 2023, 4-8. oldalak, 1. tablazat). Bérkenet- és szovetmintakat gytijtottiink az
ujrafelfedezett L. castanea allomanybdl a Lachlan folyo vizgyljtéjének felsé részén, Yass
telepiiléstdl északra, Uj-Dél-Wales déli-fennsikjan (Hunter és mtsai. 2018). A L. raniformis és
a L. castanea elterjedésének potencialis érintkezési teriiletérdl Uj-Dél-Wales délkeleti részén
nem tudtunk friss szovetmintat gyiijteni mivel ezek az allomanyok nagy valdszinliséggel
kihaltak. Mintaztunk tovabba alkoholban 6rzott mizeumi példanyokat is olyan lokalitasokrol,
ahonnan a faj mér eltint, ezeket a modern mintdknal érzékenyebb 6si-DNS-elemzésnek (arche
DNS, aDNS) vetettiik ala.
Mitokondrialis DNS
A DNS-izolalashoz a Puregene izolalo kitet hasznaltuk (Gentra Systems, Minneapolis, MN)
kovetve a gyarto altal javasolt protokollt. A tRNAS egy részét, a tRNA™S gént és az ND4 gén
egy részét (a tovabbiakban: ND4 gén) PCR-rel felszaporitottuk és kozvetleniil szekvenaltuk az
ND4 ¢és Limno2 primerekkel (Voros és mtsai. 2023, S1 tablazat) az Anstis és mtsai. (2016)
kozleményben részletezett protokollt kovetve. A szekvenciakat a Geneious Pro v8.1.4-ben
(Kearse ¢és mtsai. 2012) implementalt Muscle v6.814b (Edgar 2004) szoftverrel illesztettiik
(GenBank szamokat lasd Voros és mtsai. 2023, 1. tablazat,). Azokat a bérkenet vagy mizeumi
példanyokbol szarmazé mintékat, amelyekbdl alacsony DNS-koncentraciot vartunk, aDNS-
elemzés protokollok segitségével izolaltuk egy kiillon erre a célra kialakitott tiszta
laboratoriumban (clean lab), egy PCR-gépek nélkiili épiiletben. A mintdkat eldszor
foszfatpufferes sooldatban (PBS puffer) aztattuk, hogy eltavolitsuk a szovetekbdl az etanolt,
majd a QIAGEN DNeasy izolalo kit segitségével (Qiagen, Hilden, Németorszag) dolgoztuk fel.
A standard protokollt két ponton modositottuk (carrier-RNS-1épés hozzaadasa (3 pl 1 pg/pl
mellett) és guanidiniumot tartalmaz6 extra AL-puffer hozzaadasa). A mitokondrialis
szekvenciakat atfed6 rovid fragmentumokbol allitottuk Ossze, amelyeket altalanos belsé
(custom internal) primerek segitségével amplifikaltunk (Voros és mtsai. 2023, S1. tablazat).
Osszesen 23 mintabol sikeriilt cox 1-fragmentet (mintak ACAD elétag koddal a Vords és mtsai.
2023, 1. tablazatban), 14 mintabol pedig ND4-gént amplifikalni (ABTC108426-108438
bérkenet; SAMA R42007-42008 szovetmintak). PCR-reakcio és szekvenalas részleteit lasd
Voros és mtsai. 2023.
A modellalapt filogenetikai elemzéshez az 1., 2. és 3. kodonpozicidk adatsorabol megbecsiiltiik
a legjobb szubsztitiicios modellt és particios sémat a ModelFinder (Kalyaanamoorthy és mtsai.
2017) segitségével, a Bayes informacios kritérium (BIC) kritériumait kévetve. A maximum
likelihood filogenetikai megkozelitéshez az 1Q-tree (Nguyen és mtsai. 2014) alkalmazast
hasznaltuk az 1Q-TREE webszerverén keresztiil (Trifinopoulos ¢és mtsai. 2016). Az
70



agtamogatast (branch support) 100 standard bootstrap pszeudoreplikacioval (Hoang és mtsai.
2017) értékeltiik. A Bayes-féle elemzést a MrBayes v3.1.2 programmal végeztiik. (Ronquist &
Huelsenbeck 2003). Az elemzés részletes leirasat lasd Voros és mtsai. 2023, 15. oldal.
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35. abra. Térkép a mintavételi pontokkal a genetikai elemzésekhez (nagy szimbolumok: piros korok = északi
csoport (L. r. raniformis), kék haromsz6égek = déli csoport (L. r. major), fekete négyzetek = L. castanea). Muzeumi
példanyok el6fordulasi adatai (kis méretii piros korok = L. raniformis, kis méretti fekete korok = L. castanea). A
neotipusok lel6helyeit szines nyilak mutatjak.

Molekularis diagnosztika
Renner és mtsai. (2016) javaslatat kovetve el6szor megkerestiik az ND4 génszakaszokon a
diagnosztikus egypontos polimorfizmusokat (SNP) a MEGA v11 (Tamura és mtsai. 2021)
szoftver segitségével. Kiilcsoportokat hasznalva azonositottuk az apomorf karaktereket
mindharom faj esetében.

Nuklearis intronok

Két nuklearis intront (Glyceraldehyde-3 Phosphate Dehydrogenase Intron 4 - GAPD Intron4 és
Protein Disulfide Isomerase Family A Member 6 Intron 6 - PDIA6 Intron6) amplifikaltunk a
Voros ¢és mtsai. 2023, S1. tablazatban talalhatd primer parok segitségével. PCR-reakcid ¢€s
szekvenalas részleteit lasd Voros és mtsai. 2023, 15. oldal. A HaplotypeViewer
(http://www.cibiv.at/~greg/haploviewer) segitségével haplotipus-halozatot épitettiink a Jukes-
Cantor tavolsdgokon alapuld szomszéd-Osszevond (neighbour-joining) mddszerrel épitett
torzsfabol kiindulva.

SNP-adatok kinyerése

A mintdkat DNS-izolalas és DArTseq™ 1.0 genotipizalasra a Diversity Arrays Technology PL
céghez kiildtik (Canberra, ACT, Ausztralia). A DNS-mintakat aztan restrikcidos enzim
emésztés/kotddés reakciokkal dolgoztuk fel a Pstl/Sphl enzimkombinaciot hasznalva és a
kotodott fragmenteket a Kilian és mtsai. (2012) és a Mahony és mtsai. (2020) tanulmanyokban
leirtak alapjan PCR-amplifikaltuk egyvégpontos szekvendlashoz 77 cikluson keresztiil egy
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Illumina Hiseq2500 szekvenatoron. A szekvenciaadatokat fastq fileokka alakitottuk az lllumina
HiSeq2500 szoftver segitségével. A szekvenciakat a DArT hivatalos pipeline leirasat hasznalva
dolgoztuk fel. A szekvenciak szétvalogatasat, tisztitasat, mindségi ellendrzését részletesen lasd
Voros és mtsai. 2023, 16-17. oldal.

Morfologiai elemzés

Osszesen 149 L. raniformis példanyon 19 morfometriai mérést végeztiink a South Australian
Museum (SAMA), Museum Victoria (NMV), Australian Museum (AMS) és a Tasmanian
Museum and Art Gallery (TMAG) Kétélti- ¢és Hiillogytijteményeiben (Voros €s mtsai. 2023,
S2 tablazat), hogy a korabban felfedezett (Voros és mtsai. 2008) két divergens mitokondrialis
DNS-vonal kozotti morfologiai kiilonbségeket megvizsgaljuk. A kovetkezd karaktereket
mértiik le 0.5 mm-es pontossaggal egy Vernier-tolomérot hasznalva: testhossz (SVL), fejhossz
(HL), fejszélesség (HW), orrhossz (SL), orrlyukak kozotti tavolsag (IND), orrcstcs-orrnyilas
kozotti tavolsag (NS), szemek kozotti tavolsag (IOD), szem-orrcsucs tavolsag (EN), szem
atméréje (ED), tympanum atméréje (TD), combhossz (FeL), labszarhossz (TL), labfejhossz
(FoL), mells6 végtaghossz (FLL), alkarhossz a leghosszabb ujj végéig (RLF), 1. ujj
tapadokorong atmérdje hatsé végtagon (D1T), 4. ujj tapadokorong atmérdje hatsd végtagon
(DAT), 1. ujj tapadokorong atmérdje mellsé végtagon (D1F), 3. ujj tapadokorong atmérdje hatso
végtagon (D3F).

A tobbvaltozos adatelemzéshez a him és néstény egyedek adatait kiilon elemeztiik és az eltérd
testmérettel/életkorral Osszefiiggésben 1évé méretkiilonbségeket a mérések standard SVL-re
(nemenként atlagos értékre) torténd skalazasaval minimalizaltuk, Lleonart és mtsai. (2000; 88.
oldal) altal leirt 13-mas egyenlet képletét hasznalva (részletekért lasd Voros és mtsai. 2023, 17.
oldal). Az adatok atalakitasahoz a GroupStruct R script-et hasznaltuk (Chan & Grismer 2021).
Az atalakitott adatokon az R program ‘prcomp’ funkcidjaval fékomponens elemzést (PCoA)
futtattunk, amely nem rendezi az adatokat el0zetesen csoportokba, hogy feltarhassuk a
példanyok kozotti, 19 morfoldgiai karakter altal hordozott kiilonbségeket. Azon karakterek
leirasdhoz, amelyek a két mtDNS-vonal kozotti kiillonbséget meghatarozhatjak, logaritmikus
transzformacio utan linearis diszkriminancia elemzést alkalmaztunk az RStudio (v. 0.98.1028)
MASS R package ’1da’ funkcigjat valasztva. Azért a diszkriminanci-elemzést hasznaltuk, mert
ezzel eldre, vélhetd taxonok szerint csoportositani tudtuk az egyedeinket a genetikai elemzések
eredményei €s az ismert eléfordulés alapjan.

Bioakusztika

A 2008-2009 kozott végzett terepmunka soran két L. raniformis him egyed hivohangjat
rogzitettik mind az északi (Murray River, Nampoo Station, UDW), mind pedig a déli
csoportbdl (délkelet Dél-Ausztralia, Naracoorte). A Nampoo allomason felvett hivohangokat
19°C vizhOmeérsékleten rogzitettiik, és nem tudtunk testméret-paramétereket felvenni. A
Naracoorte-n rogzitett felvételek alatt 11°C vizhdmérsékletet mértiink, és a példanyokat meg
tudtuk mérni. A felvételekhez egy SONY TCD-D7 hordozhaté6 DAT felvevodt (Sony, Tokyo,
Japan) és egy ECM-925 P Stage Line Phantom mikrofont hasznaltunk (Monacor, Bremen,
Germany). Rendelkezésre allt tovabba felvétel 5 L. castanea példanytol Yass telepiilés (UDW)
mellett rogzitve (Hunter és mtsai. 2018). Tovabbi L. castanea felvételeket elemeztiink a Frogs
of southeast Australia (Grigg 1976) kazettarol, amelyet Guyra telepiilés mellett vettek fel az
északi-fennsikon (UDW) (= flavipunctata, Courtice & Grigg 1975). Hogy a foldrajzi
lefedettséget kiegészitsiik, L. raniformis felvételeket igényeltiink a FrogID (Rowley és mtsai.
2019) citizen science projekttdl. A 130 FrogID felvételbdl 40 felvétel volt alkalmas a szoftveres
elemzéshez (Voros és mtsai. 2023, S1 abra, S4 tdblazat). A hangfelvételeket a Raven Pro 1.6©
szoftverrel (http://www.birds.cornell.edu/raven) elemeztiik. A spektrogrammokat el6szor fast-
Fourier transzformacioval (FFT) szamoltuk (512 pont, 50% atfedés és 172 Hz frekvencia-
felbontas), Hanning ablakokat hasznalva. A hivohangok leirasara Kohler és mtsai. (2017)
definiciojat hasznaltuk, és a hangokat a Beeman (1998) altal leirt altalanos kategoriakba
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soroltuk. Minden him egyed esetében 6t kiilonb6z6 hivohangot elemeztiink, amelynek a hivas
hossza (s), hivasok kozott eltelt id6 (s), a hivason beliili hangok szdma, masodpercenkénti
hangok szama (notes/s), hangokon beliili impulzusszam, masodpercenkénti impulzusok szama
(pulse/s), dominans frekvencia, masodik legerésebb frekvenciacsucs (Hz) valamint a
savszélesség (Hz) paramétereit vettiik fel. A FrogID projektben nem szerepld felvételeket a
figshare (10.6084/m9.figshare.21067729) oldalon tettiikk elérhetévé, az elemzett FroglD
felvételek szamai pedig a Vords és mtsai. 2023, S4 tablazatban lathatoak. A statisztikai
elemzéseket a JMP14.1 szoftverrel futtattuk. Els6ként minden jellegzetesség esetében
teszteltiik, hogy normal eloszlasuak-e. Az atlagokat paraméteres probakkal hasonlitottuk 6ssze.
Szamos tanulmany megjelent mar a L. raniformis hivohangok elemzésérdl, de nem talaltunk
konzisztenciat a hivohang-szerkezet leirasaban és a terminoldgiaban (Littlejohn & Martin 1969,
1974; Loftus-Hills 1971; Hero és mtsai. 1991, Robinson 1993, Barker & Grigg 1977, Ford
1989, Thompson és mtsai. 1996, Clulow & Swan 2018, Sanders 2021). Mi a Thompson és
mtsai. (1996) altal hasznalt terminologiat kovettiik, amelyben a hivohang szerkezetet
kétfazisunak nevezi, és a *growls’ (morgas) és a “grunts’ (kuruttyolas) kifejezésekkel irja le a
két kiillonb6zd amplitudomodulalt hangegységet. Tanulményunkban a faj elterjedését lefedve,
Tasmaniabol, Victoria Allanbol és délkelet-Dél-Ausztralidbol szarmazé hangfelvételeket
elemziink. Nem elemeztiik viszont azokat a hangokat, amelyeket a himek és a néstények is
adnak, ¢és amelyekre Ford (1989) tigy utal, mint ’release’ (elengedd) és ’distress’ (veszély)
hangok.

Eredmények

Genetikai valtozatossag

Mitokondrialis DNS

A 665 bp hosszi mitokondridlis ND4-fragment filogenetikai elemzése két jol elkiilontilo L.
raniformis kladot eredményezett, megerGsitve a korabbi tanulmanyban leirtakat (Voros és
mtsai. 2008, és 36. abra). Az északi klad a Murray Darling-medencében (MDB) mintazott, a
déli klad pedig a délkelet Dél-Ausztralia, Victoria és Tasmania teriiletén mintazott egyedeket
foglalta magédba. Az északi klad alacsony valtozatossdgot mutatott, kivétel a L. castanea
egyedek, amelyek elvalnak a MDB mintaktol (37B ébra), és amely mintazatot a rovid, 193 bp
hosszt ND4-fragment elemzése is megerdsitett tovabbi, miuzeumi mintdk bevonasaval (37C
abra). A déli klad viszont jelentOs strukturdlodast mutatott, amely elkiilonitette a Dél-
Ausztraliaban, Victoria és Tasméania Allamokban gytijttt mintdkat (37A &bra). Az Osszes
tasman egyed (N=10) egy klaszterbe rendezddott, amelybe két kdzeli haplotipus is belekertilt,
amelyeket a Melbournet6l keletre fekvé Cardinia (n=2) és Pakenham (n=3) telepiiléseken
mintazott egyedek reprezentdltak. Minden délkelet Dél-Ausztraliabol szarmazd minta egy
kiilon kladot alkotott, egy Naracoortebdl szarmazd minta kivételével, amely a Melbourne
melldl szarmazo egyedekkel csoportosult.

Tovabbi érdekességekre dertilt fény a rovid, 45 bp hosszl cox1 fragment aDNS-elemzésével,
¢s a korabbi, Uj-z¢landi adatok bevonasaval (37D 4abra). Dél-Ausztralia Mount Lofty
hegyvidékén ugyanis mind az északi (n=7), mind a déli (n=1) csoport képviseldit megtalaltuk.
A Victoria Allam délkeleti részérél szarmazo (Hill End, N=12) és a délkelet UDW teriiletérdl
(Bombala, n=3) szdrmaz6 mizeumi példanyok a déli csoporthoz keriiltek. Az dsszes 0j-zélandi
minta (N=21) a déli csoport részese lett, ahogy azt a Voros és mtsai. (2008) tanulmanyunkban
leirtuk. Az északi és déli csoportok ND4 szekvenciai kozotti atlagos szekvencia-kiilonbség 7%
volt, az északi és a castanea csoportok kozotti kiilonbség pedig 1% (Vords és mtsai. 2023, 2.
tablazat). Mas Litoria-fajparok esetében ez az érték 4-25% kdzott mozog (Donnellan és mtsai.
2021, Rowley és mtsai. 2021). Osszesen 35 diagnosztikus nukelodit-pozicié kiilonboztette meg
az északi és déli L. raniformis csoportot, 8 pozicidban kiilonbozott a L. castanea és az északi
L. raniformis csoport, 34 pozicioban a L. castanea és a déli L. raniformis, és 2 pozicioban a
tasman klad és a déli csoport (Voros és mtsai. 2023, 3. tablazat).
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36. abra A Litoria aurea fajcsoport ND4-fragment elemzésén alapulé maximum likelihood filogrammja ML
bootstrap értékekkel (balra) és Bayes-féle elemzés poszterior valosziniiségi értékekkel (jobbra) az elagazasi
pontokon. A mintavételi helyek kodjai megegyeznek a Vords és mtsai. 2023, 1. tablazatban foglaltakkal.
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37. abra. Mitokondrialis haplotipus-haldzat a Litoria aurea fajcsoportra A) ND4 déli csoport, B) ND4 északi csoport,
C) révid ND4 szekvenciak (193 bp) a L castanea swab és muzeumi példanyokkal, D) cox1 révid szekvenciak (468 bp).
Mintavételi helyek roviditései: Uj-Dél-Wales: CIA—Coleambally Irrigation Area, LOW—Lowbidgee, SENSW—
délkelet Uj-Dél-Wales, SWNSW—délnyugat Uj-Dél-Wales, MDBNSW—Murray Darling medence UDW, EMDB—
keleti Murray Darling medence, SWMDB—d¢élnyugati Murray Darling medence, YASS—Yass; Tasmania TAS;
Victoria: SEMELB—délkelet Melbourne MELB—Melbourne, COLAC—Colac, SEVIC—délkelet Victoria, SWVIC—
délnyugat Victoria, MDBVIC—Murray Darling medence Victoria; Dél-Asztralia: NARA—Naracoorte, FRAN—
Francis, BAN—Banrock, WAIK—Waikerie, MDBSA—Murray Darling medence Dél-Ausztralia, MLR—Mount Lofty
Ranges; New Zealand: NZ.



Nuklearis DNS

A 149 pb hosszi GAPD Intron 4 (42 egyed) és a 198 hosszi PDIAG Intron 6 (34 egyed)
fragment vizsgalata megerdsitette az északi és déli vonalak szétvalasat (38. dbra). Az egypontos
nukleotid polimorfizmus (SNP) -elemzés soran 61 egyed 65,898 SNP-informacioja allt
rendelkezésre a L. aurea, mint kiilcsoport bevonasaval (Voros és mtsai. 2023, S3 tablazat). Az
egyedekre vonatkoz6 0,9-es és 0,7-es sziirés-utani kiiszobértékek és a 100%-os ismételhetdség
mellett 59 egyed esetében 20,814 lokusz maradt a tovabbi elemzésekhez. Amikor csak a
belcsoporton alkalmaztuk a sziirést, akkor 47 egyed és 12,589 elemezhetd 16kusz maradt. A
PCoA elemzés (39A abra) négy f6 klasztert eredményezett: 1) L. aurea, 2) L. castanea, 3)
északi L. raniformis, és 4) déli L. raniformis beleértve Tasmaniat. Az els6 komponens a
variancia 54%-at, a masodik a 28%-at, a harmadik pedig a 3.8%-at magyarazta. A kiilcsoport
nélkiili PCoA-elemzés is négy klasztert adott, hdArom azonos volt az els6 PCoA-elemzésben
kapottakkal, egy pedig a Tasméaniabol szarmazé mintakat foglalta magéba (39B ébra). Két
egyed (3-mas mintavételi hely Tasmaniaban és 14-es mintavételi hely Dél-Ausztraliaban) a két
6 klaszter kozotti poziciot foglalta el. Az els6 komponens a variancia 66%-at, a masodik a
9.5%-4at, a harmadik pedig a 3%-at magyarazta.

A

18,19,20,22,24 1,5,9,10,11,13,14

Déli
L. r. major

B L. ». raniformis
B m Eszaki

1,2,5,9,10,11,
12,13,14

18,19,20,22,24

38. abra. Nuklearis intron-halozat a Litoria aurea fajcsoportra A) PDIA6 Intron6, B) GAPD Intron4. Eszaki csoport
(Litoria r. raniformis)—piros és déli csoport (L. r. major)—kék. A haplotipus korékben szereplé szamok a mintavételi
helyek kodjai, amelyek megegyeznek a Vords és mtsai. 2023, 1. tdblazataban és a 35. dbran talalhato kodokkal.

A fastSTRUCTURE klaszterelemzésben (kiilcsoport nélkiil) (39C abra) az optimalis
klaszterszdm megegyezett a PCoA-ban kapottakkal (39B abra). A fent emlitett két egyed itt is
koztes poziciot foglalt el, igy tovabb vizsgaltuk 6ket a NewHybrids elemzéssel, vajon lehet-e
ez a két egyed hibrid szarmazéasu. Eredményeink azt mutattdk, hogy mindkét egyed
valoszintlileg hibrid eredeti (VOros €s mtsai. 2023, S3 tablazat). A 14-es mintavételi helyrdl
szdrmazo egyed egy északi x déli hibrid volt, amely visszakeresztezddott a déli vonallal. A 3-
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mas mintavételi helyrdl szarmazo egyed is egy északi x déli hibridizaci6 eredménye, ami
visszakeresztezddott a tasman déli vonallal.

Az SNP-adatsor elemzése is négy klasztert adott (40. dbra), hasonloan a L. aurea nélkiil futtatott
PCoA-hoz (39B abra). A legnagyobb kiilonbséget a déli vonal + tasmén populéciok és az északi
vonal + L. castanea kozott tapasztaltuk. A L. castanea az északi vonal testvércsoportja, mig a
tasmany alloméany a déli vonal testvércsoportja. Ezeket a kapcsolatokat mind a ML ¢és az
SVDQuartets elemzések is alatdmasztottak. A két hibrid egyed hovatartozéasa valtakozott a két
filogenetikai elemzés sordn, és vagy mindkettd a déli vonal és a tasméan allomanyokhoz
kozelitett (40A éabra), vagy a kozeli mintavételi helyekrdl szarmazéd egyedekkel csoportosult
(40B abra). Ez a bizonytalansag is a kevert genomjuknak koszonhet6. A magas szekvencia-
divergencia értékeket a 13. tablazatban lathatjuk.

A Eszaki 3 Eszaki 14 o
40 r. raniformis 101 . raniformis -
@3 Déli
0 r. major
— 20 castanea e 3
S &
0 .
N 2 -10
N 14 N 3
&) @ e O
o b e 3 o .20
-20 Déli
r. major § -30) e castanea
-60 -30 0 30 -40 -20 0 20
C PC1 (54%) PC1 (66%)

26 ,18-24 14 9-13 1-5
castanea Eszaki Déli,
1. raniformis r. major

39. abra. SNP klaszterelemzés a Litoria aurea fajcsoport esetében. A) PCoA az SNP adatokra a L. aurea mint kiilcsoport
bevonasaval, B) PCoA az SNP adatokra a L. aurea kiilcsoport nélkiil, C) fastSTRUCTURE szarmazasi oszlopdiagramja.

1 2 3 4 5
N 12 4 16 22 7
1-L.aurea - 15276 17351 18741 16936
2 —L. castanea 4261 - 4029 7681 5741
3 — északi csoport (L. r. raniformis) 5962 265° - 7578 5023
4 — déli csoport (L. r. major) 13643 15745 22408 - 660
5 - Tasmania 1115* 11557 1645° 438%0 -

13. tablazat. SNP fix kiilonbségek matrixa. Fels6é matrix: fix kiilonbséget mutat6 l0kuszok szdma; alsé matrix: fix
kiilonbséget mutato 16kuszok varhatoé szama a szimulacio utan. Mindegyik paronkénti dsszehasonlitas szignifikans

volt a szimulacid utan.
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40. abra. Az SNP-adatok filogenetikai elemzése a Litoria aurea fajcsoport esetében. A) 1QTree, B) SVD Quartets
torzsfa a Litoria aurea fajra gyokereztetve.

Morfologia

A 17 morfometriai karakteren alapulé PCoA-elemzésben a himek esetében variancia 70%-at, a
ndstények esetében 63.5%-at magyarazta az elsd és a masodik fékomponens (Vords és mtsai.
2023, 5. tablazat) Az dsszes PC1-koefficiens negativ volt és erds korrelaciot mutatott. A két
fokomponens mentén a két genetikai vonal nem valt szét sem a himek, sem a ndstények
esetében (41. abra). A linearis diszkriminancia-elemzés enyhe csoportpredikciot talalt az északi
¢és a déli csoportokra (Vords €s mtsai. 2023, 8. dbra). A himek esetében a 62-b6l 59 (déli vonal)
¢és a 18-bol 11 (északi vonal) egyedet helyesen klasszifikalt az elemzés, 88%-0s klasszifikacios
sikerrel. A ndstények esetében a 38-bol 35-6t (déli) és a 31-bdl 27-et (északi) klasszifikalt
helyesen az elemzés, 78%-os klasszifikacios sikerrel. A himeknél a TL, HW, RLF és FoL
karakterek, mig a néstényeknél a HW, TL és HL karakterek szerezték a legmagasabb értékeket
(Voros és mtsai. 2023, 5. tablazat).
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41. abra. A morfologiai valtozokon alapulé PCOA elemzés a Litoria raniformis vizsgalt him és ndstény egyedeire. Piros
haromszog: L. r. raniformis, kék négyszog: L. r. major az els6 két fékomponensen abrazolva.

Bioakusztika

A hivohangok részletes jellemzése a Vords ¢€s mtsai. (2023) tanulméany kiegészitd
dokumentumanak Bioacoustics fejezetében olvashato, a 42., 43. és Vords és mtsai. 2023, 11.
abrakon lathatd. A L. castanea és az északi vonal hivohangjai viszonylag konzervativ struktirat
mutatnak: egy ,,morgds” hang, amit 1-3 ,kuruttyolds” hang kdvet (42. dbra). A déli csoport
hangszerkezete joval valtozatosabb, 1-15 ,,morgas” hanggal (43. abra), €s a ,,kuruttyolds” hang
vagy a hivés elején szolal meg, vagy némely esetben a ,,morgas” hangok kozott. A ,,morgas”
hang hosszaban, a ,,kuruttyolas” hang hosszaban, és a , kuruttyolas” hangok kozotti sziinetek
hosszéban nem talaltunk kiilonbséget a két csoport kdzott (VOrds és mtsai. 2023, 11. dbra és S2
tablazat). Osszefoglalva, az északi vonal és a L. castanea hivohangok valtozatossaga és
struktaraja beleillik a déli vonal hivohang-terjedelmébe. Kiilonbséget fedeztiink fel viszont az
északi és a déli vonalak kozott a ,kuruttyolds” hangok masodpercenkénti impulzosok
szamaban, de nem kiiloniilt el ezektdl a L. castanea északi vagy déli alloménya sem. A
,»morgas” hangok mindig hosszabbak, mint a , kuruttyolas” hangok (42. abra, Voros és mtsai.
2023, S1 tablazat). A ,,morgds” és a ,kuruttyolas” hangok hullamhossz és amplitudo-
karakterisztikaja hasonl6 karaktereket mutat (43. abra).
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42. abra. Az amplitudd-variancia oszcillogramja (fels6 két abra) és a frekvencia variancia spektogramja (also két abra)
a Litoria aurea fajcsoport tagjaira. A) északi csoport (Litoria r. raniformis) Nampoo Station mintavételi helyrél, UDW
(19°C); B) déli csoport (L. r. major) Naracoorte mintavételi helyrél, DA (11°C); C) L. castanea déli fennsik Yass
kozelébdl, UDW, és D) a L. castanea északi fennsikrol Guyra kézelébol, UDW.
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43. abra. Hivohangok variabilitasa az északi csoporton beliil (Litoria r. raniformis), és a déli csoporton belil (L. r.
major). A hivohangokat amplitudojukkal és frekvenciajukkal jellemeztiik. Déli csoport (L. r. major) A) FrogID 14807
Lerderderg, Vic, B) FroglD 80214 Ulverstone, Tas, C) FrogID 106682, Modewarre, Melbourne, Vic, D) FrogID 187824,
Craigieburn, Vic. Eszaki csoport (Litoria r. raniformis) E) FroglD 39724, Darlington Point, UDW, F) Nampoo, DA, G)
FroglD 84334, Balranald, UDW, H) FroglD 168737, Hay, UDW.
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Szisztematikai vonatkozasok

A terepen ¢és muzeumban vizsgalt egyedek morfoldgiai hasonlosidga ellenére mind a
mitokondrialis DNS, mind pedig a nuklearis markerek alatamasztottak, hogy az északi és a déli
L. raniformis populaciok 6nallo evolucids vonalat képviselnek. A mtDNS- és a nuklearis DNS-
mintazatanak hasonlosidga arra enged kovetkeztetni, hogy a L. raniformis fajképz6dési
folyamata a kiilsé jegyek és a himek hivohangjanak jelentds differencidlédasa nélkiil ment
végbe. Figyelembe véve a két vonal kozotti hibridizacio tényét két egymadstdl tavol esd
mintavételi helyen, a két vonalhoz alfaji statuszt rendeltiink de Queiroz (2020) definicioja
alapjan. De Queiroz definici6ja kimondja, hogy az alfaj nem a fajtol eltéré koncepcio, hanem a
faj evolucigjanak egy olyan 4allomasa, ahol a genetikai izoldci®6 nem teljes. A
visszakeresztez6dott hibridek jelenléte a tasmaniai és dél-ausztraliai lel6helyeken azt sugallja,
hogy a himek hivohangja nem egy erds pre-izolacidos mechanizmus, amit a két vonal hivohang-
paramétereinek hasonlosaga is alatamaszt.

Az északi és déli vonalak alfajja mindsitése felveti a L. castanea taxonomiai besorolasanak
kérdését. A genetikai adatok a L. castaneaként meghatarozott populacio faji rangt besorolasat
nem indokoljak. A L. castanea populacié és az északi L. raniformis kozott igen alacsony a
genetikai kiilonbség és a tobbi Pelodryadidae csaladba tartozo fajpar genetikai kiilonbségértéke
alatt marad (Donnellan és mtsai. 2021, Rowley és mtsai. 2021). A L. castanea északi és déli
populacidinak taxonomiai statuszat is érdemes lenne vizsgélni, de ehhez mizeumi példanyok
genetikai elemzésére lenne sziikség, ami pedig a jelenleg rendelkezésre all6 formalinban térolt
példanyokon problémas.

A Litoria raniformis fajt Keferstein irta le 1867-ben Chirodryas raniformis néven
Ausztralidbdl, és a holotipust a Gottingeni Egyetem Zooldgiai Miizeuméban helyezte el, majd
kés6bb athelyezték a Bonni Alexander Koenig Kutatomuzeumba (ZMFK). Sajnos a
tipuspéldany egyik intézetben sem lelhetd fel (Wolfgang Bohme személyes kozlés). A
holotipus hidnyaban, a tipuslel6hely pontos ismerete nélkiil, és a névhalmozas elkeriilése
érdekében a Chirodryas raniformis nevet az északi alfajhoz rendeltiik. Kijeloltiink egy
neotipust az alfaj elterjedésének kdzepérol, a Murray-Darling-medencébdl, ahol csak ez az alfaj
talalhato meg. Copland 1957-ben irta le a Hyla aurea major alfajt Tasmaniabol, Collins Gap
kozelébol. Jollehet Copland a Hyla aurea major alfajt a nagyobb testméretiik alapjan kiilonitette
el a H. a. raniformis alfajtol, csak a déli alfaj Gippsland, kdzép-Victoria és délkelet Sél-
Ausztralia teriiletén befogott egyedekkel hasonlitotta 6ssze 6ket. A H. a. major holotipusat a
Queen Victoria Muzeumban (QVM) helyezték el Launcestonban, Tasmaniaban, de a példany
elveszett (Kathryn Medlock, Gerinces Zoologiai Gylijtemény kuratora, QVM, személyes
kozlés). Kijeloltiink tehat egy neotipust a déli alfaj szdmara is, TMAG C290 leltari szamu
példanyt Lauderdalebdl, amely a legjobb allapotban megmaradt példany a gytijteményben, és
a tipuslelohelytdl nagyjabol 30 km-re gyQjtotték.

A Litoria raniformis raniformis és a Litoria raniformis major alfajok (44. abra) neotipusainak
kijelolését és az alfajok jellemzését lasd Voros és mtsai. 2023, 30-36. oldalakon.

44. abra. A: Litoria raniformis major, B: Litoria raniformis raniformis
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Diszkusszio

TUCN veszélyeztetettségi kategoriaértékelés

Tanulméanyunkban megallapitottuk, hogy a Litoria raniformis fajt két evoltcios vonal alkotja,
amelyek csak genetikai vizsgalatok Otjdn azonosithatoak megbizhatéan. Ennek
kovetkezményeként szadmos olyan teriilet van, ahol tovabbi, genetikai vizsgalatok sziikségesek
a két alfaj pontos elterjedésének feltérképezéséhez, addig a megfeleld IUCN kategoria nem
allapithaté meg.

Ember altal eldsegitett terjedés

A Litoria aurea fajcsoportot alkotd fajok ember altali terjesztésérdl régdta vannak feljegyzések.
A L. aurea fajt az 1860-as években Uj-Zélandra, a 19. szazad végén Vanuatu szigetére és a
Loyalty-szigetekre, az 1960-as években Vanuatura, és az 1930-as években Wallis- és Fortuna-
szigetekre hurcoltak be (Ineich és mtsai. 2015), mig a L. raniformist az 1860-as években Uj-
Zélandra telepitették be (Thomson 1922, Voros és mtsai. 2008). Ausztralian beliil a L.
cycloryhncha fajt Délnyugat-Ausztraliabol telepitették be az 1990-es években a Nullarbor-
siksagtol keletre, azota tovabbterjedt keleti irdnyba (Ehmann 2013) nemkivanatos 6kologiai
valtozasokat okozva (Taylor és mtsai. 2020).

Az 1972 ¢és 1979 kozott a Mount Lofty Ranges Onkaparinga volgyében gylijtott mizeumi
példanyok genetikai vizsgalata szerint a L. raniformis egyik vagy mindkét alfajat betelepitették
Dél-Ausztraliaba. A fajt az6ta nem talaltak meg a Mount Lofty Rangesb6l (Armstrong és mtsai.
2003). Mivel csak mtDNS-szekvenciakat vizsgaltunk, nem tudjuk biztosan megitélni, hogy a
két alfaj genetikailag elkiiloniilt-e egymastol az egyiittes el6fordulds ezen iddszakaban.
Armstrong és munkatarsai (2003) azt talaltak, hogy a fajt gyakran tartottak kedvtelésbol az
1960-as és 1970-es években Adelaide-ben, igy valoszinii, hogy a megunt allatokat elengedték
a kornyék alland6 viztestjeibe, vagy elszoktek a terrariumbol.

A Tasmania északi részén talalt L. r. raniformis felmendkkel rendelkezé visszakeresztez0dott
hibrid egyed egyértelmii bizonyitéka a kontinensrél Tasmaniaba terjedésére egy vagy két
generacioval ezel6tt, de az is elképzelhet6, hogy a L. r. raniformis fajnak van egy fel nem
fedezett allomanya a szigeten. Kevésbé megmagyarazhato a Dél-Ausztralia keleti részén, a L.
r. major elterjedésének keleti hataran talalt hibrid egyed. Hogy megallapitsuk, vajon ember
altali telepités vagy természetes terjedés eredménye, ehhez a két alfaj el6forduldsanak
pontosabb ismerete lenne sziikséges. Ugy tiinik, a Litoria-fajok ember altali terjesztése egy
alland6 probléma, ami fOként annak koszonhetd, hogy tetszetds kiilsejiik miatt kedvelt
terrariumi allatok.
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5. Integrativ taxonomia Dél-Amerikaban ot aj faj leirasaval
5.1. A Phyllodytes amadoi és ebihalanak leirasa Brazilia atlanti eséerdejébol

Az atlanti es6erd6 Brazilia Keleti partvidékén huzodik, és a vilag egyik legfajgazdagabb teriilete
(Myers és mtsai. 2000). Az elmult 500 évben az atlanti es6erdd eredeti kiterjedésének kozel
88%-a eltiint, és helyét az ember altal modositott tajak, mint példaul legelék, szantofoldek vagy
telepiilések vették at (Ribeiro és mtsai. 2009; Tabarelli és mtsai. 2004). Viszonylag kis
fennmaradt teriilete (4000 km?) ellenére Brazilia kétéltii-faunajanak fele itt talalhato, és
Brazilian beliil itt a legmagasabb (85 %) az endemizmusok szama (Cruz & Feio 2007, Haddad
és mtsai. 2013).

A Phyllodytes Wagler (1830) fajok a Brazilia keleti részén talalhato atlanti esdéerdé endemikus
békafajai. Az ebbe a nemzetségbe tartozd fajokat az allkapocscsonton névd odontoidok €s a
bromélidkhoz valo erds kotddésiik alapjan lehet megkiilonboztetni a tobbi kétéltufajtol. A
bromélidk szardban 0Osszegylilt vizben élnek, szaporodnak, ide rakjak le petéiket és a
lavafejl6dés is itt megy végbe (Bokermann 1966, Caramaschi és mtsai. 2004, Cunha & Napoli
2016, Peixoto 1995). A nemzetséget jelenleg tizenkét leirt faj képviseli (Marciano-Jr és mtsai.
2017, Segalla és mtsai. 2016), amelyek koziil hat fordul elé Bahia Allam déli részén - P.
luteolus, P. tuberculosus, P. megatympanum, P. melanomystax, P. wuchereri és P. maculosus,
de ugy tinik, ez a diverzitas messze alulbecsiilt (Dias és mtsai. 20144, b, Frost 2017). Bar a P.
kautskyi-t megfigyelték a Bahidban talalhato Serra Bonita (Camacan) és az RPPN Estacdo
Veracel (Porto Seguro) teriiletén, ezek a megfigyelések megerdsitésre szorulnak. Példaul, a P.
kautskyi dél-bahiai észlelésekor Simon & Peres (2012) nem adott morfoldgiai jellemzést, ami
elkiilonithette volna a hozza nagyon hasonl6 P. maculosustol.

A kétéltliek taxonomiajanak fontos része a larvaalakok ismerete is (Blotto és mtsai. 2020). A
Phyllodytes nemzetségen beliil eddig 10 faj esetében irtak le az ebihalakat (Magalhaes és mtsai.
2015, Santos és mtsai. 2019, Dias és mtsai. 2020), de a P. maculosus, P. megatympanum, P.
kautskyi, P. punctatus ebihal alakja még ismeretlen.

Tanulmanyunkban egy uj Phyllodytes-fajt és annak ebihalat irtuk le a Bahia Allam déli részén
talalhato atlanti es6erd6ébdl, morfologiai és bioakusztikai adatok alapjan.

Modszerek
2015 és 2016 kozott az 1 faj huszonkét példanyat gyljtottiik be az Una telepiiléshez tartozo
Araruna Maganrezervatumban (45. abra). A kifejlett és a fiatal példanyokat kézzel gytjtottiik
be, majd tovabbi feldolgozas céljabol az Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC)
laboratoriumaba szallitottuk. A példanyok kiméletes eclaltatasa lidokainnal tortént. A
példanyokat egy éjszakan at 10 %-o0s formalin-oldatban rogzitettiik, majd 70 %-0s etanolban
tartositottuk. A tipussorozat példanyait a Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Santa
Cruz, Bahia, Brazilia (MZUESC), a Magyar Természettudomanyi Muzeum (HNHM), a Museu
de Zoologia of the Universidade Federal da Bahia (MZUFBA) és a Museu Nacional Rio de
Janeiro (MNRJ) kétéltii- és hiilldgytijteményeiben helyeztiik el.
A morfologiai méréseket egy digitalis tolomérdvel végeztiik (0,01 mm pontossadggal) ami egy
Leica sztereomikroszkop okular mikrométere volt. A kovetkezd 14 morfometriai paramétert
mértiik le 20 kifejlett példanyon Duelmann (1970) és Heyer és mtsai. (1990) definicioit
kovetve: testhossz (SVL), fejhossz (HL), fejszélesség (HW), orrlyukak kozotti tavolsag (IND),
szem-orrlyuk tavolsag (END), szematméré (ED), felsé szemhéj szélessége (UEW), szemek
kozti tavolsag (IOD), dobhartya atmérd (TD), mellsé végtaghossz (HL), combhossz (THL),
labszarcsont hossza (TL), labfej hossza (FL), mellsé végtag tapadokorong atmérd (FD). Az
uszohartyak jellemzésénél Myers & Duellman (1982) rendszerét kovettiik.
A himek hivohangjanak rogzitéséhez egy Tascam DR1 digitalis hangfelvevohoz csatlakoztatott
Sennheiser ME45 egyirany mikrofont hasznaltunk. A mikrofont a béka tartozkodasi helyétdl
hozzavetdlegesen 10-20 cm tavolsagra helyeztik el a példany altal elfoglalt bromélia
belsejében. A hangfelvételeket a Raven Pro 1.4 programmal elemeztiik 44,1 kHz-en, 16 bites
felbontassal. Az oszcillogramokat és az spektrogramokat a kdvetkezé paraméterek szerint
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Duellman & Trueb (1986) leirasat kovettiik.

Az ¢l6 példanyok szinét terepi megfigyelések €s €16 példanyokrol késziilt fényképek alapjan
irtuk le. Az allatok nemét a masodlagos nemi jellegek, példaul a hiivelykvankosok és a
hangrések alapjan hataroztuk meg.
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45. abra. A P. amadoi sp. nov. tipuslel6helye Dél-Bahidban, Brazilidban. Atlanti esGerdémaradvanyok és

természetvédelmi prioritasok abrazolasa az SOS Mata Atlantica (2014) és a Kdrnyezetvédelmi Minisztérium,
MMA (2000) alapjan.

Hat, 25-30 Gosner-stadiumu (Gosner 1960) ebihalat gytijtottiink be az Una telepiiléshez tartozo
Araruna Magénrezervatumban 2019 oktober 17-én, ahonnan a tipuspéldanyok is szarmaztak.
Kifejlett P. amadoi példanyok is jelen voltak ugyan abban a broméliaban. Mivel csak két
Phyllodytes-faj — P. amadoi és P. melanomystax — ¢l ezen a teriileten és a P. melanomystax
ebihala mar leirasra kertilt (Caramaschi ¢s mtsai. 1992), azt feltételeztiik, hogy a begyijtott
ebihalak a P. amadoi fajt képviselik. Tovabba, a P. melanomystax a fak magasabban fekvo
epifita bromiélidkban ¢l a fak talajhoz kozelebb esd részén. A példanyokat az Universidade
Estadual de Santa Cruz (UESC) Trépusi Okoldgiai Laboratoriuméaba szallitottuk vizsgalat és
mérés céljabol. Feldolgozas utdn pedig az egyetem Zooldgiai Muzeumdnak (MZUESC)
Kétélti- és Hiillogyljteményében helyeztik el MZUESC 22073 — 22078 leltari szamokon.
Minden példanyon a kovetkezd morfometriai paramétereket mértilk le egy Leica S9I
sztereomikroszkop (Leica, Wetzlar, Germany) alatt: teljes testhossz a farok végéig (TL),
testhossz (BL), testszélesség (BW), farok részen 1év0 izomzat szélessége (WTL), tastmagassag
(BH), hati Gsz6 magassadga (DFH), farok részen 1év0 izomzat magassdga (HTL), hasi uszo
magassaga (VFH), szemek kozotti tavolsag (I0D), orrlyukak kozotti tavolsag (IND), szem és
orrcsucs kozotti tavolsag (ESD), orrcsucs és orrlyukak kozotti tdvolsdg (NSD), szem atmérdje
(ED) és a orrlyukak atméréje (ND) Altig & McDiarmid (1999) definiciéit kovetve.

84



Eredmények

Phyllodytes amadoi sp. nov.

Altalanos besorolas. — Az 0j fajt a morfologiai (odontoidok a mandibulan, kéztd- és
labtdgumok és a hason talalhaté szemolcsozottség) bioakusztikus és él6helyhasznalati
(broméliak) jellemzok alapjan a Phyllodytes nemzetségbe soroltuk.

Holotipus. — MZUESC 14954, adult him (46. és 47. abrak), 2015 oktober 7-én begyiijtve,
gyljtok: luri Dias, Leandro O. Santos és Mirco Solé. Tipusleléhely: Una, RPPN Ararauna (15°
18'38.3" S, 39° 9' 55.9" W, WGS84, 96 m tszf magassag), Bahia Allam, Brazilia.

46. abra. Phyllodytes amadoi sp. nov. alkoholban konzervalt példanya (holotipus, MZUESC 14954, SVL = 20
mm).

Paratipusok. — Hat adult him (MZUESC 14950, 14955, 14958, 14960 és MNRJ 91484-85) és
két adult néstény (MZUESC 14957 ¢és 14959) a holotipussal egyiitt gytjtve; két adult him
(MZUESC 14952-14953) 2015 szeptember 3-an begytjtve, gyiijté6: Caio Vinicius de Mira
Mendes, luri R. Dias és Mirco Solé és kilenc adult him (MZUESC 14941, 1494345, 14949,
UFBA 14929-30 ¢és HNHMHER 2017.61.1-2.) 2015 november 17-én begytjtve, gyiijtok: luri
R. Dias, Andrés Egea Serrano, Mirco Solé és Judit Vords. Minden egyed a tipuslelhelyen lett

begyljtve.

Tovabbi példanyok. — Két juvenilis (MZUESC 14946 ¢és 14942) begytijtve 2015 november
17-én, gytijtok: Iuri R. Dias, Andrés Egea Serrano, Mirco Solé és Judit Voros. Ezek a példanyok
nem képezik a tipussorozat részét.

Diagnézis. — Kis termetii faj, SVL = 21,7-23,0 mm a néstényeknél (n = 2) és 15,6-21,5 mm a
himeknél (n = 18), jellemzd6i: 1) a test, a mellsd és hatso végtagok feliilr6l vilagosbarnak vagy
zoldes szinliek, apro, szabalytalan barna foltokkal; 2) keskeny barna csik jelenléte a canthus
rostralison (szem €s orr kozotti szog) ; 3) a szem sarkatol a lagyékig huzodo széles barna csik;
4) az orrcsucs rovid, feliilrél nézve lekerekitett, profilban fiiggbleges, kis csticsos gumoval; 5)
két nagy, egymastol tavol esd és ot kis odontoid az allkapocs mindkét oldalan; 6) egy-hdrom
kézt6- és labtdgumo; 7) hat kiilonalld sorban elhelyezkedd szemdlcsok a hason, amelyek a két
kozépsd sorban 1ényegesen nagyobbak, mint a masodik és harmadik sorban, és 8) tobbszords
hangsorozatbdl allo hivohang, hivasonként 13-17 hanggal, atlagosan 14 hanggal. 5 + 4,3
impulzus hangonként, a hang hossza 2,99-4,106 s, dominans frekvencia 3789,8-4306,6 Hz
kozott.
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Osszehasonlitas mas Phyllodytes-fajokkal. — A hati mintazat megkiilonbozteti a P. amadoi
fajt a P. maculosus-t6l (halvanybarna szabalytalan krémszinti foltokkal), a P. brevirostris, P.
edelmoi, P. megatympanum, P. kautskyi és P. luteolus fajoktél (foltok hianyoznak), P.
wuchereri-t6l (hosszanti csikok), a P. gyrinaethes-t6l (valtozatos marvanyozott minta) és a P.
punctatus és P. tuberculosus fajoktol (barna pottyok). A P. amadoi atlagos testmérete (SVL)
kisebb (21.7-23.0 mm néstényeknél és 15.6-21.5 mm himeknél) mint barmelyik masik
Phyllodytes-fajnak, de a nagyobb példanyok mérete atfed a P. punctatus (18.2-22.8 mm, n =
10; Caramaschi & Peixoto 2004), P. tuberculosus (24.0-26.0 mm, n = 2; Bokermann 1966 és
21.1-25.8 mm, n = 10; Caramaschi & Peixoto 2004), P. melanomystax (20.0-26.6 mm, n = 45;
Caramaschi és mtsai. 1992), P. luteolus (15-24 mm, n = 186; Ferreira és mtsai. 2012) és P.
megatympanum (21.3-23.7 mm, n = 4; Marciano-Jr és mtsai. 2017) fajokkal. A t6bbi faj ennél
nagyobb méretii: P. acuminatus (23.0-24.5 mm, n = 2; Bokermann 1966), P. brevirostris (22.0—
24.0, n = 4; Peixoto & Cruz 1988), P. edelmoi (23.5-28.7 mm, n = 20; Peixoto és mtsai. 2003),
P. gyrinaethes (23.9-27.9 mm, n = 20; Peixoto és mtsai. 2003), P. maculosus (39.7-48.5 mm,
n = 3; Cruz és mtsai. 2006), P. kautskyi (38-43.5 mm; n = nincs informacio; Cruz és mtsai.
2006) P. wuchereri (25.1-27.1 mm, n = 5; Caramaschi és mtsai. 2004).

Az orrcsucs lekerekitett feliilnézete megkiilonbozteti a P. amadoi fajt a P. acuminatus, P.
megatympanum, P. luteolus, és P. wuchereri (hegyes) és P. melanomystax (csapott).
Fiiggbleges orra profil nézetben elkiiloniti a P. amadoi fajt a P. acuminatus, P. brevirostris, P.
edelmoi, P. gyrinaethes, P. luteolus, P. megatympanum, P. tuberculosus, és P. wuchereri
(hegyes vagy eldrealld). Phyllodytes maculosus, P. kautskyi, P. melanomystax, és P. punctatus
fajoknak csapott orrcsucsa van profil nézetben. A Phyllodytes amadoi két nagy eliilsé
odontoiddal rendelkezik, hasonldéan a P. acuminatus, P. maculosus, P. megatympanum, P.
gyrinaethes, P. luteolus, P. tuberculosus, és P. wuchereri fajokhoz, mig a P. edelmoi,
P.kautskyi, és P. punctatus csak egy nagy odontoiddal, a P. brevirostris és P. melanomystax
fajoknak pedig nincs nagy méretii odontoidja. A hasi szemolcsozottség elkiiloniti a P. amadoi
fajt a P. melanomystax, P. kautskyi, és P. maculosus fajoktol (hason egyenlé nagysagu lapos
szemoOlcsok vannak).

Holotipus leirasa. — A fej szélesebb, mint hossz; az orrcsucs rovid, feliilrél nézve lekerekitett,
kis apikalis gumoéval, profilban fliggéleges; az orrlyuk eliilsé allasu az orrcsucson; a canthus
rostralis gyengén koriilhatarolt; a lorealis régio enyhén domboru; a szemek anterolateralisan
iranyulnak; a szem atmérdje a fej hosszanak 32,8 %-a; a szemek kozotti rész lapos, a fej
szélességének 30,6 %-a; a tympanum hatarozott, lekerekitett, a tympanum atmérdje 53 cm, a
szem atméréjének 2 %-a; a szupratympanikus (tympanum feletti) red6é jol kifejezett, a
tympanum felsé szélét részben fedd; a hangholyag torok alatti, gyengén fejlett; a hangrések
rovidek, az allkapocs szogéhez kozel; a nyelv nagy, lekerekitett; a vomerine fogak egyenes
vonalat alkotnak a choana (orriiregnek a garat felé nyilasa) mogott; az allkapocs mindkét
oldalan két nagy eliils6 odontoid, amelyet 6t kisebbbdl allo sorozat kdvet; a pupilla vizszintes.
Az alkarok kissé szélesebbek, mint a felkarok; az alkar kiils6 felszine mentén egy sor gumo; a
kéz hossza a testhossz 43,7 %-a; az ujjak rovidek, hosszuk sorrendben I<IV<II<III; az iziilet
alatti (subarticular) gumok kicsik és kerekdedek; ujjak alatti (supernumerary) gumok
hianyoznak; a tenyérgumo (palmar) jol fejlett és tojasdad, a hiivelykujj alsé gumoja (thenar)
nagy ¢s elliptikus; a tapadokorongok jol fejlettek, majdnem kor alakuak; a harmadik ujj
tapadokorongjanak atmérdje a szematmérd 36,2 %-a; Uszohartya hidnyzik; a himek nagy
hiivelykvankost viselnek.

Hatso végtagok karcstiak, a sipcsont kicsit hosszabb, mint a combcsont; a sipcsont és a
combcsont hosszanak Gsszege a teljes testhossz 97,5 %-a; a labszarcsont kiils6 felszine mentén
egy sor gyengén fejlett gumo; nagy, tiiskés gumd a sipcsont €s a labszarcsont iziiletének
kozelében. Labfejen kis, kerek iziilet alatti gumok; belsé labkdzépcsonti (metatarsal) gumo
nagy, tojasdad, spatula alaku; kiilsé labkoézépcsonti gumo kicsi, kerek; labujjak karcstiak,

86



hosszuk  sorrendben  I<V<II<III<IV; labujj tapadokorongok a mellsé végtag
tapaddkorongjaihoz hasonl6 méretiiek; uszohartya hianyzik az I-II. 1abujjak kozott; uszohartya
képlet I-11. 1 '5-3 111 3-3 1V 3-2 V (47. abra).

A bor a test és a végtagok dorzalis felszinén, valamint a felkarok és a labszar ventralis felszinén
sima; a torok capaborhoz hasonld felszinii; a hasan hat sor kerek gémbolyded szemdlcs,
amelyek koziil a két kozépso sor Kifejezettebb; a combok ventralisi felszinén hatarozott kerek
szemoOlcsok, amelyek koziil egy par a combesont illeszkedése kozelében kiemelked6bb.
Alkoholban tartositva a hat és a végtagok dorzalis feliilete krémszinti, apro, szabalytalan
halvanybarna foltokkal; a szem sarkatol a lagyékig huzodé széles barna csik; a test, felkar és
combok ventralis feliilete krémszini; a torok, a tenyér és a talp felszine vilagosbarna.

E16 példanyoknal a hat és a végtagok dorzélis felszine sargas vagy zoldes, apro, szabalytalan
barna foltokkal; a szem sarkatol a lagyékig huzodo széles barna csik; a test, a felkarok és a
combok ventralis felszine krémszinii; a hasiireget fed6 bor szine fehér; a torok, a tenyér- és a
talpfeliilet vilagosbarna (14sd a 48. dbran lathat6 paratipust).

5mm

47. abra. Phyllodytes amadoi sp. nov., holotipus MZUESC 14954, mells6 (A) és hatso (B) végtag ventralis nézete;
fej dorzalis (C) és lateralis (D) nézete. Rajz: Sz6ke Viktoria (Magyar Természettudomanyi Muzeum).

Valtozatossag. — A tipussorozoat 20 példanyanak morfometriai paraméretei a Voros és mtsai.
2017, 1. tablazatban lathatoak. A hat szinezete a vilagos (MNRJ 91484) és a sotét sargas-zoldes
(MZUESC 14952) arnyalatok kozott valtakozik, mig a haton lathato szabalytalan barna foltok
a kevés (MZUESC 14955) és a sok (MZUESC 14945) kozott valtakoznak. Az odontoidok
szdma €s mérete tobbnyire megegyezik a holotipuséval, de talaltunk néhany eltéré mintadzata
példanyt, példaul harom-harom vagy harom-ketté megnagyobbodott odontoiddal az allkapocs
mindkét oldaldn. A fiatal egyedeknél a megnagyobbodott odontoidok hianyoztak, egy
szubadult példanynal pedig csak egy-egy megnagyobbodott odontoid volt lathato.
Feltételezziik, hogy a Phyllodytes amadoi békak jellegzetes odontoid szerkezete Kifejlett
korukra alakul ki.
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Etimolégia. — Nevét Jorge Amadordl, brazilia modernista irdjarol kapta, aki a brazil irodalom
meghatarozo6 alakja volt. Amado abban a régioban ¢élt és alkotott, ahol az Uj fajt megtalaltuk, és
koztudottan rajongott a bekakért, ezért jelentds gytijteménye volt békakat abrazolo targyakbol.
Barmerre utazott a vildgban, mindenhonnan hazavitt egy békat abrazold ajandéktargyat,
amelyek egy része az ir6 egykori otthonaban, Salvadorban, Brazilia Bahia Allamanak
fovarosaban lettek kiallitva.

Természetrajz. — A példanyok mindig éjszaka keriiltek szem elé, a himek akkor hallattadk
hivohangjukat vagy a talajon vagy a fatorzson nové broméliakbol 1.5-2.0 m magasan egy
regeneralddo erddfoltbol a Rio Pimenta patak mentén. Ebben az erddfoltban a faj gyakorinak
tlint a terepi bejaradsok soran. A tipusleldhely az Araruna farmon taldlhatd, ami 100 hektar
nagysagu teriilet. Az 100 hektarbol 40-et privat rezervatumma alakitottak. Az Una Bioldgiai
Rezervatum, amely 18,000 hektaros teriiletével a régid egyik legnagyobb természetvételmi
egysége, a tipuslelhely kozelében fekszik, de ezidaig a most leirt 4j faj onnan nem keriilt eld.

T

llodytes amadoi sp. nov., paratipus MZUESC 14995 ¢l6 allapotban. Foto: Mirco Solé.

Hivéhang. — Két példany (MZUESC 14954 holotype; SVL =20 mm és MZUESC 14955, SVL
= 20 mm) Gsszesen 17 hivohangjat sikeriilt rogziteni 2015 oktober 7-én, amikor a levegd
hémérséklete 22.6°C volt 19:30 perckor. A Phyllodytes amadoi hivohangja 13—-17 (14.5+ 1;n
= 17) kisebb hangelembdl és azokat felépité impulzusokbol all (49. abra). A hivasok hossza
2.99-4.106 mp kozott valtozik (3.41 £ 0.28; n = 17) és az allat 41-68 mp (53.4 £ 8.5; n = 15)
intervallumokban bocsatja ki, 1.19 percenkénti hanggal. A hivast alkoto hangok 0.008-0.119
mp (0.043 £ 0.021; n = 247) hosszuak 3-21 (14.5 + 4.3; n = 247) hangonkénti impulzussal és
0.137-0.285 (0.204 + 0.02; n = 230) hangok ko6zotti intervallumokkal. Az impulzusok
ismétlodési rataja 368.37 £ 86.6 pulses/masodperc (151-625; n = 247). Az impulzusszam
novekedhet hangonként, és az elsé hang mindig révidebb ideig szdl, mint az utolsd. A hivas
masodik felében (5-7 utols6 hangok) az 1-4 kezd6 impulzusok mindig kicsit tavolabb vannak
egymastol, mint a tobbi (Fig. 5C). A hivohang dominans frekvenciaja 3789.8-4306.6 Hz (3962
+192.6;n=17), mig a hangoké 2411.7-4306.6 Hz (3758.4 + 405.7, n=247). A hangok dominans
frekvenciaja valtozhat, de a legalacsonyabb értékek (nagyjabol 2411.7-2756.2 Hz) mindig az
elsé harom hangban sz6lalnak meg.
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49. abra. A Phyllodytes amadoi sp. nov. (holotipus) hivohangjanak oszcillogramja és a hozza tartozo spectrogram
(A). Az els6 rovidebb hang (B) és a hosszabb utolsé hangok a kezdd impulzust elkiiloniilve a tobbitél (C). A
felvétel 2015 oktober 7-én, 19 ora 30 perckor késziilt. A felvétel soran a levegd hdmérséklete 22.6°C volt.

Bioakusztikai 6sszehasonlitas mas fajokkal. — A 12 leirt Phyllodytes-faj k6z61 csak harom
faj esetében nem érhet6 el bioakusztikai elemzés (Phyllodytes brevirostris, P. maculosus és P.
punctatus). A P. amadoi hivohangja kozelebb all a P. wuchereri (Cruz és mtsai. 2014;
Magalhaes és mtsai. 2015), P. tuberculosus (Junca és mtsai. 2012), P. edelmoi (Lima és mtsai.
2008), P. gyrinaethes (Roberto & Avila 2013), és P. luteolus (Weygoldt 1981) fajokéhoz, mert
mindegyikre jellemz6, hogy impulzusokbol felépiilé hangok sorozatabol all. Kiilonbozik
viszont t6liikk a magasabb dominans frekvenciaban (3.789-4.306 Hz a P. amadoi vs 1.490-
3.520 Hz a tobbi fajnal), kivétel a P. luteolus 2 - 6 kHz dominans frekvenciaval (Weygoldt
1981). A hivas hossza (2.9—4.1 mp a P. amadoi esetében) rovidebb, mint a P. tuberculosus, P.
edelmoi és P. luteolus (4.28-9.35 mp) és hosszabb, mint a P. gyrinaethes (1.3-2.3 mp) esetében.
A P. acuminatus (Campos és mtsai. 2014), P. kautskyi (Simon & Gasparini, 2003), P.
megatympanum (Marciano-Jr és mtsai. 2017) és P. melanomystax (Nunes és mtsai. 2007)
hivohangjai nem impulzusokbol felépiilé hangokbdl all.

A Phyllodytes amadoi sp. nov. ebihalanak leirasa

Kiilsé6 morfologia (egy ebihal, TD4, Gosner stadium 26, alapjan, 50. abra). — A test ovalis
feliilr6l és oldalrol (S0A és C abra) és kissé 0sszenyomott oldalrol (50B abra). Az orr kerek
feliilrdl, oldalrol és alulrél nézve is. A BL a TL 38%-a. A szemek kicsit, felso elhelyezkedéstiek
¢s dorzolateralis allastiak. Az ED a BW 15.7%-a. Orrlyukak kicsik (ND/IND = 4.6%) és
ovalisak, anterolateralis nyilassal, kdzelebb az orrhoz, mint a szemekhez (NSD>ESD). A rovid
¢s balra kanyarod6 légzonyilas a test kozepénél helyezkedik el, a test magassaganak
kozépvonala alatt. A 1égzOnyilas henger alakt, a nyilasa koralaka és dorzolateralis
elhelyezkedésli. A klodkanyilas csdvének nyildsa jobbradlld (dextralis), koralaku és a hatséd
részének belsd fala a hasi Usz6hoz simul. A hati Gsz6 ivelt és a test és farok hatara elott
kezdddik. A hasi tsz6 alacsonyabb a hati Gszonal és a test hatso végénél kezdddik. A farokvég
lekerekitett. A farok izomzatanak miotomai nem erdsen bordazottak. A szajrész als6 allasu,
nem recézett, és egy sor marginalis szemodlcs szegényezi amelyek nem szabalyosan
helyezkednek el és dorzalisan hianyoznak (51D &bra). A margindlis és szubmarginalis
szemOlcsok koralaktiak és dorzalisan, a fels6 ajak folott egy széles sdvban hidnyoznak.
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Fogazottsag képlete (LTRF — labial tooth row formula): 2(2)/2. A fogsorok hossza a kévetkezd
képlettel irhatdo le: A1=A2>P1=P2. Allkapocsburkok fogazottak ¢és teljes mértékben
keratinizaltak. A morfometriai méréseket a Voros és mtsai. 2022, 1. tablazat mutatja.

Szinezettség. — Az €16 példanyok sziirkék, boriik attetszo, a farok izmozott részének két oldala
szlirkén pigmentalt. Az szok enyhén vagy nem pigmentaltak. A hati rész attetszd, a szemek
kozott egy sziirke haromszog alaku minta lathato. A hasi rész is attetszo, jol latszanak a belek
¢és két tapadomirigy a szajrész két szélén (51A, B, C abra). Az alkoholban tartositott
példanyokon a farok izomrészének pigmentaltsaga elhalvanyul és az egész testet boritd apro,
sOtét pottyok valnak lathatova (50A, B, C abra).

Viltozatossag. — A tapadomirigyek jol lathatdak a fiatalabb stddiumu alakoknal de eltiinik a
30. stadium kdrnyékén (TD6).

Természetrajz. — Az ebihalakat a kozepes méretii terresztridlis €és kis méretii epifita, 1 —1,5m
magasan 1évo, magas fan novo bromélidk tankjaban talaltuk meg egy regeneral6d6 erdében a
Rio Pimenta patak mentén. Az egyik ebihal emésztérendszerében petéket talaltunk.

50. abra. A Phyllodytes amadoi (MZUESC 22076; Gosner stage 26) larvaja A) dorzalis, B) lateralis és C) ventralis
nézetben.

90



Osszehasonlitas mas fajok ebihalaival. — Az ismert Phyllodytes-fajok ebihalai koziil a P.
amadoi ebihalanak egyediil 2(2)/2 a fogazottsag képlete. A farokhossz (TL) a P. amadoi
esetében a legkisebb a Phyllodytes-fajok kozott, de az idésebb Gosner stadiumt példanyoknak
ez potencialisan valtozhat. A P. amadoi testhossza (BL/TL) kisebb, mint a P. edelmoi, P.
gyrinaethes, P. magnus, P. melanomystax és P. praeceptor fajoknal, és atfed a P. brevirostris
¢és P. wuchereri fajokkal. A marginalis szemdlcsok (MP) egy sorban allasa a P. amadoi fajt
megkiilonbozteti a P. acuminatus, P. brevirostris, P. edelmoi és P. praeceptor fajoktol. Mint a
legtobb fajnal, a P. amadoi testén nincsen sziikiilet, eltéréen a P. gyrinaethes, P. luteolus, P.
melanomystax, P. praeceptor és P. tuberculosus fajoktol. Az, hogy a hati ¢és hasi Gszok is a
testen kezd6dnek, a P. magnus kivételével az 6sszes fajtol elkiiloniil a P. amadoi. A 1égzényilas
pozicidja megkiilonbozteti a P. amadoi fajt a P. brevirostris, P. edelmoi és P. gyrinaethes
fajoktol, mig a szem fels6 allasa a P. edelmoi és P. melanomystax fajoktol (dorsolateralis). Az
eddig leirt Phyllodytes-fajok kozotti f6bb kiilonbségeket a Voros és mtsai. 2022, 1. tablazat
mutatja.
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51. abra Elo ebihal (MZU ESC 22078, at Gosner stage 30 — TD1) A) lateralis, B) dorzalis és C) ventralis nézetben;
D) Phyllodytes amadoi tadpole szajképlete. Rajz: Széke Viktoria (Magyar Természettudomanyi Mzeum)

Diszkusszio

A Phyllodytes egyike az atlanti eséerdében endemikus békanemzetségeknek, ahol az utobbi
1d6ben egyre tobb 11 fajt fedeztek fel; a tizenkét fajbol hatot (50 %) az elmult 15 évben irtak le.
A leirdsok morfoldgiai jegyeken és bioakusztikai Osszehasonlitdsokon alapulnak, mivel a
nemzetség atfogd molekuldris rendszertani vizsgalatat csak nemrégiben végezték el (Blotto €s
mtsai. 2020). Szamos torekvés iranyult arra, hogy a Phyllodytes-fajokat a hati mintazat
(Caramaschi és mtsai. 2004, Peixoto és mtsai. 2003), a hivohangok szerkezete (Roberto & Avila
2013), vagy az ebihalak vazrendszerének morfologiaja alapjan (Da Mota és mtsai. 2020)
specifikus csoportokba soroljak. Blotto €s munkatarsai (2020) 11 mitokondrialis és nukleéris
génfragmentet hasznaltak, hogy rekonstrualjak a Lophyohylini tribusz tagjainak filogenetikai
kapcsolatat, amelybe a Phyllodytes nemzetség is tartozik. Eredményeik azt mutatjak, hogy
egyik kordbban felmeriilt csoport sem monofiletikus. Talaltak viszont egyértelmii foldrajzi
mintdzatot, és az elterjedés északi részén €16 fajok (Brazilia Pernambuco, Alagoas és Sergipe
Allamai) (kivétel a P. megatympanum Dél-Bahiabol) egy klaszterbe, mig az atlanti eséerdd
tertiletén €16 fajok Brazilia partmenti teriiletén (Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo) egy masik
klaszterbe rendezddtek — ide tartozik a P. amadoi is.
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szerkezetben mutatkozo éles kiilonbségekre tamaszkodik a mar ismert fajokhoz képest. A kis
testméret (a nemzetségen beliil a legkisebb faj) és a hivohang magas dominans frekvencidja
miatt a faj konnyen megkiilonboztetheté a tobbi Phyllodytes-fajtol. A nemzetségen beliili
fajszam varhatdan tovabb béviil majd a monitoring programok, a kérnyezeti hatastanulmanyok
és esetleg molekularis filogenetikai vizsgalatok révén (Dias és mtsai. 2014b).

A Phyllodytes amadoi csak egyetlen lel6helyrél ismert, de eléfordulasa valdsziniileg
elterjedtebb. A tipusleléhely egy maganrezervatum része, és valdszinileg nem fenyegeti
kozvetlen erd6irtas. A legtobb Phyllodytes-faj - a P. luteolus kivételével, amely Pernambuco
allamtol Espirito Santo Allam déli részéig terjedd teriileten fordul elé - viszonylag sziik
elterjedési teriiletr6l ismert, vagy adathianyos (Amphibiaweb 2025). Ezért fokozott hatassal
lehetnek rajuk a kétéltiiek eltlinését okozd tényezok, koztiik az €léhelyvesztés (Eterovick és
mtsai. 2005), az él6helyek fragmentalodasa (Dixo és mtsai. 2009), fert6z6 betegségek, példaul
a kitridgomba (Batrachochytrium dendrobatidis) (Carnaval és mtsai. 2006, James és mtsali.
2015, Rodriguez és mtsai. 2014), természeti katasztrofak (Papp & Papp 2000) vagy a
novényvédd szerek hasznalata (Egea-Serrano & Solé 2017). A Phyllodytes-fajok kriptikus
diverzitasdt mihamarabb fel kell térképezni, miel6tt vizsgalati alanyaink eltlinnek.
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5.2. Négy uj Pristimantis-faj leirasa Ecuadorbol

Ecuador a vildg egyik olyan orszdga, ahol kiemelkedden gazdag a bioldgiai sokféleség (Bass
és mtsai. 2010, Ulloa és mtsai. 2017), legmagasabb a kétéltliek fajstirtisége (egy teriiletegységre
jutd fajok szama) (Ron és mtsai. 2019) és figyelemre mélt6 az endemikus fajok szama (Ortega-
Andrade és mtsai. 2021). Kis mérete ellenére Ecuador szamos olyan 6koszisztémat rejt a tropusi
2019). Valtozatossaguk még messze nem teljesen feltart, folyamatosan keriilnek el6 4j fajok a
térségbol amit az elmuilt években publikalt tanulmanyok bizonyitanak (Brito és mtsai. 2017,
Franco-Mena és mtsai. 2023, Reyes-Puig és mtsai. 2019, 2024, Sanchez-Nivicela és mtsai.
2021, Székely és mtsai. 2020).

A neotropikus elterjedésii, kozvetlen fejlédésti Pristimantis Jiménez de la Espada, 1870
(Amphibia: Anura: Strabomantidae) 617 leirt fajjal a legnépesebb nemzetség a gerincesek
kozott (Frost 2025). A Pristimantis-nemzetségbe tartozo békak Kozép- és DéEl-Amerikaban
elterjedtek, a legtobb fajjal azonban az Andokban, Kolumbiaban, Ecuadorban és Peruban
talalkozhatunk (Kieswetter & Schneider 2013).

A Pristimantis-nemzetség taxondmiaja Osszetett és sok esetben bizonytalan, mivel a korai
vizsgalatok szinte kizardlag kiilsé morfologiai jegyeken alapultak (pl. Duellman és Lehr 2009,
Lynch & Duellman 1997, 1980), ami gyakran nem volt elegendd a fajhatarok és a filogenetikai
kapcsolatok megallapitasahoz. A kézelmultban végzett vizsgdlatok azonban azt mutattik, hogy
a Pristimantis fajgazdagsagat alulbecsiilik a morfologiailag kriptikus fajok 1étezése miatt (pl.
Elmer & Cannatella 2009, Hutter & Guayasamin 2015, Ortega és mtsai. 2015, Padial & de la
Riva 2009). Az elmult két évtizedben az integrativ taxondémiai megkozelités - DNS-
szekvenciak felhasznalasa a morfologiai és viselkedési adatokkal kombindalva - lehetvé tette a
fajok objektiv elhatarolasat (Bickford és mtsai. 2007, Padial és mtsai. 2010, Will és mtsai.
2005). Ezt a megkozelitést egyre gyakrabban alkalmazzdk a neotrdpusi kétéltiiekre is, ami
nagyszamu kriptikus faj leirasat eredményezte (pl. Caminer & Ron 2014, Elmer és Cannatella
2009, Fouquet és mtsai. 2007, Funk és mtsai. 2012, Ortega és mtsai. 2015, Ron és mtsai. 2006,
Vieites és mtsai. 2009).

A folyamatos fajleirasokkal mar a '70-es években felmeriilt az igény, hogy a nemzetséghe
tartozo fajokat valamilyen mddon rendszerezzék és kategorizaljak. John D. Lynch (1976)
szamos fajcsoportot javasolt az akkor még csak Dél-Amerikabol ismert fajokra (akkor még
Eleutherodactylus néven), és megprobalta a fajcsoportok elrendezését a teljes nemzetségre
vonatkozoan megszervezni. Két ilyen javasolt csoport a Pristimantis phoxocephalus (Paez &
Ron 2019) ¢és a Pristimantis orestes (Lynch & Duellman 1997) fajcsoportok. Két
tanulmanyunkban Gsszesen négy Uj Pristimantis-faj leirasat mutattuk be. A Pristimantis lojanus
fajt Loja varosbol, a Pristimantis sagedunneae, P. paladines és P. numbala fajokat pedig a
Podocarpus Nemzeti Park nyugati hatarardl irtuk le.

5.2.1. A Pristimantis phoxocephalus fajcsoport egy 0j faja Loja varosabol

Loja varos, Loja tartomany févarosa, Dél-Ecuador egyik legnagyobb varosa (tobb mint 250 000
lakossal), amelynek kozelében két nagy biodiverzitasa teriilet talalhatd: Podocarpus Nemzeti
Park és Abra de Zamora (Sanchez-Nivicela és mtsai. 2021, Székely és mtsai. 2020, Yanez-
Mufioz és mtsai. 2019). A varosbol és a kornyékérdl leirt kétéltiifajok torténete igen
szovevényes. 1932-ben Hampton Wildman Parker (1932) brit zoologus leirta az
Eleutherodactylus carrion békafajt, amelynek példanyait Clodoveo Carrion Mora ecuadori
természettudos gylijtotte a varosbol. John D. Lynch (1969) azonban szinonimizalta az
Eleutherodactylus lymanival (jelenleg Pristimantis lymani) (Barbour & Noble 1920). Parker
ugyanebben az 1932-es tanulmanyaban a Carrion altal a varosbol gyiijtott példanyok alapjan
leirta az erszényes békak 1j alfajat, a Gastrotheca marsupiata lojana-t, amelyet viszont William
E. Duellman 1974-ben Gastrotheca lojana néven emelt faji rangra. Erdekességként ugyanez a
Parker 1934-ben és 1938-ban irt a Carrion altal Loja varosabdl gyiijtott Atelopus ignescens
példanyairol, bar ezeknek a példanyoknak az azonossagat még nem sikeriilt megallapitani,
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mivel ennek a kritikusan veszélyeztetett fajnak a valdsziniisithetd elterjedési teriilete Eszak-
Ecuadorra korlatozodik (Coloma & Quiguango-Ubillus 2012).

1971-ben Edwards leirt egy nyilméregbéka-fajt, a Loja-rakétabékat (Colostethus elachyhistus,
jelenleg Hyloxalus elachyhistus), Lynch altal 1968-ban gytijtott példanyokkal, 2003-ban pedig
Pramuk és Kadivar leirt egy 0j varangyfajt, a Bufo amabilis-t (jelenleg Rhinella amabilis ami
valdsziniileg ugyanaz a faj, amelyet Parker 1934-ben Bufo spinulosus néven emlitett), Lynch
altal 1968-ban Loja-ban gyljtott példanyokkal. Carvajal-Endara és tarsai pedig 2019-ben
leirtak egy masik erszényes békafajt, a Gastrotheca elicioi-t a varosbdl és kdrnyékérol.

Lynch 1979-ben irta le a Pristimantis phoxocephalus-t (Pilalobol, Cotopaxi tartomanybol), a
vizsgalt példanyok kozé sorolva a Lojabol gytijtott példanyokat is. Ezt a fajt sokdig egyetlen,
igen valtozatos fajnak tartottak (pl. Duelmann & Lehr 2009, Lynch & Duellmann 1997),
amelynek elterjedési teriilete Perutdl Eszak- és Nyugat-Ecuadorig terjed. Pdez & Ron azonban
2019-ben kimutatta, hogy szamos populacié valojaban kiillonbozo, leiratlan fajokat képvisel.
Integrativ taxonomiai megkozelitéssel, molekularis, morfologiai és bioakusztikai adatok
felhasznalasaval jelen tanulmanyunkban leirjuk a P. phoxocephalus csoport (sensu Paez & Ron
2019) egy uj fajat Loja varosabol.

Modszerek

Mintagytijtés

A terepmunkat 2012 oktobere és 2021 majusa kozott végeztiik Loja varosaban és kdrnyékén
(Loja tartomany, Dél-Ecuador; 4.0007° S, 79.2045° W, WGS84; 2070 m tengerszint feletti
magassag) és tobb szomszédos teriileten: San Lucas és kornyéke (kb. 35 km-re északra; 3.7101°
S, 79.2545° W, 2748 m), Bosque Servio Aguirre Villamagua (kb. 20 km-re északra; 3.8147° S,
79.2948° W, 2800 m), Cerro Sacama (kb. 7 km-re északra; 3.8992° S, 79.2577° W, 2583 m),
Abra de Zamora (kb. 8 km-re keletre; 3. 8992° S, 79.2577° W, 2583 m), Abra de Zamora (kb.
8 km-re keletre; 3. 8992° S, 79.2577° W, 2583 m). 9873° S, 79.1518° W, 2406 m), Cajanuma,
a Podocarpus Nemzeti Park bejaratahoz vezet6 uton (kb. 8 km-re délre; 4.1123° S, 79.1820° W,
2660 m), Cristal (kb. 10 km-re délre; 4.1248° S, 79.1928° W, 2043 m) és San Antonio de
Paycapamba (kb. 12 km-re délre; 4.1348° S, 79.2484° W, 2675 m). A mintazott teriileten
intenziv vizualis és akusztikus felméréseket végeztiink mind nappal, mind éjszaka (12.00-02.00
ora). A begyiijtott példanyokat élve lefényképeztiik, majd 20%-0s benzokainnal elaltattuk,
10%-os formalinban rogzitettik és 70%-0s etanolban tartositottuk oket. A genetikai
elemzésekhez sziikséges szovetmintakat pedig 96%-0s etanolba helyeztiik (Székely és mtsai.
2020). A vizsgalt példanyokat (a tipus-sorozatban és a Székely és mtsai. 2021. S1 fiiggelékben
felsoroltak) a Universidad Técnica Particular de Loja egyetem Zooldgiai Muzeumaban (Loja,
Ecuador (MUTPL)) helyeztiik el.

Morfologia

A morfologiai jellemzok leirasa és a leiras formatuma soran nagyrészt Duellman & Lehr (2009)
munkdjat kovettiik. A nemet a hangrések, a hiivelykvankosok és/vagy a gonadok vizsgalata
alapjan hataroztuk meg. Az ¢él16 példanyok szinét terepi feljegyzések és digitalis fényképek
alapjan irtuk le. A példanyokat az eutanazia eldtt egy My Weigh Triton T3 hordozhato
mérleggel, 0,01 g pontossaggal megmeértiik (testtomeg: BM). A méréseket sztereomikroszkop
alatt, Vernier-tolomérdvel végeztiik, és a legkozelebbi 0,1 mm-re kerekitettiik. A kdvetkezod
morfometriai méréseket végeztiik: testhossz (SVL), fejszélesség (HW), fejhossz (HL), szemek
kozotti tavolsag (IOD), orrlyukak kozotti tavolsag (IND), felsé szemhéj szélessége (EW),
szematmérd (ED), szem-orrlyuk tavolsag (EN) tympanum atméréje (TD), combcsont hossza
(FL), sipcsont hossza (TL), labfej hossza (FoL), a belsd labkozépcsont gumdjanak proximalis
sz€1étol a IV. 1abujj hegyéig terjedd tavolsag; kézfej hossza (HaL) (Székely és mtsai. 2020). A
méréseket atlag + SD-ben adtuk meg.
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DNS-kivonas, amplifikacio €és szekvenalas

A DNS kivonasat 96%-os etanolban tartdsitott majszovetbdl végeztiik az Extract-N-Amp™
Tissue PCR Kit (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) segitségével, majd a
PCR-reakciokat a gyartd protokollja szerint futtattuk (Székely és mtsai. 2020). A genomi DNS
kivonasa, az amplifikacio és a szekvenalas a Székely és mtsai. (2020) altal leirtak szerint tortént.
Az ujonnan eldallitott DNS-szekvenciakat (12S, 16S és RAG-1) az NCBI GenBankban
helyeztiik el (Székely és mtsai. 2021. S1 tablazat).

DNS-szekvencia-elemzések

A molekuléris adatokat két mitokondrialis gén (12S és 16S rRNS) és egy nuklearis gén (RAG-
1 - rekombinacidt aktivalo gén 1) szekvencidinak felhasznalasaval elemeztik 30 faj 52
egyedébdl Ecuadorbol (Székely és mtsai. 2021, S1 tablazat) szarmazo mintan, amelyek a
Pristimantis nemzetség Huicundomantis alnemzetség Osszes jelenleg ismert fajat képviselték
(Paez & Ron 2019). Elemzéseinkben a Huicundomantisok GenBankban elérhetd szekvenciait
(Paez & Ron 2019, Székely és mtsai. 2020), valamint a jelenlegi tanulmanyban leirt 15 0j
szekvenciat (3 fajbol) hasznaltuk fel (Székely és mtsai. 2021, S1 tablazat). Kiilcsoportként a
Pristimantis unistrigatus, P. ceuthospilus, P. imitatrix, P. diadematus, P. rhodoplichus, P.
melanogaster, P. wiensi, P. simonsii, P. orestes, P. colodactylus és P. orcesi fajokat hasznaltuk.
A filogenetikai fakat a P. galdi fajjal gyokereztettiik.

A szekvenciakat a Geneious Prime (Biomatters Ltd.) programmal szerkesztettiik és illesztettiik
(MAFFT algoritmus (Katoh & Standley 2013). A 128, 16S és RAG-1 szekvenciak szerkesztett
illesztéseit kézzel ellendriztiik és egyetlen matrixba fiiztiik 6ssze, amelyet aztan a filogenetikali
elemzésekhez hasznaltunk (Székely és mtsai. 2020). A filogenetikai elemzések egy 2339 bp
hosszl adathalmazon (909 bp 128, 878 bp 16S ¢és 612 bp RAG-1) alapultak. Az 6sszehangolt
matrix elérhet6 a https://doi.org/10.5281/zenodo.5500445 oldalon.

A molekularis filogenetikai kapcsolatokat Maximum Likelihood (ML) és Bayes-féle (Bl)
elemzésekkel térképeztiik fel (részleteket lasd Székely és mtsai. 2021, 4. oldal).

Hivéhangok elemzése

A fajra jellemz6 hivohangokat egy Olympus LS-11 linearis PCM felvevdvel rogzitettiik a
terepen, egy Tascam DR-100 MKIII felvevdével és egy RODE NTG2 kondenzatoros
puskamikrofonnal 44,1 kHz mintavételi frekvencian és 16 bites felbontasban, WAV
fajlformatumban. A levegd hdmérsékletét és paratartalmat adatgyiijtdvel (Lascar Electronics,
EL-USB-2-LCD modell, pontossag: = 0,5°C; £ 5%) mértik. Az 0Osszes elemzett
hivohangfelvételt eredeti formaban, teljes hosszaban a Fonoteca UTPL-ben helyeztiik el (a
felvételek azonositoit a Székely és mtsai. 2021, S3 tablazat tartalmazza). Az akusztikai elemzést
a Raven Pro 1.6 (Center for Conservation Bioacoustics 2019) programmal végeztiik. Az idébeli
paramétereket az oszcillogramokbol, a spektralis paramétereket pedig a Hanning-ablak
fiiggvénnyel, DFT: 512 minta, 3 dB sz{ir6savszélesség: 124 Hz és 50%-os atfedés (Székely és
mtsai. 2020) segitségével kapott spektrogramokbdl mértiik.

A hivasparaméterek mérésének terminologiaja és eljarasai a Cocroft & Ryan 1995, Toledo és
mtsai. 2015 és Koehler és mtsai. 2017 tanulmanyokat kovették, megkiilonboztetve a hivast és
a hangot (sensu Koehler és mtsai. 2017). A kovetkez6é idébeli és spektralis paramétereket
mértiik és elemeztiik: (1) hivas hossza: a hivas kezdetétdl a hivas végéig tartd idd; (2) hivasok
kozotti 1d6: két egymast kovetd hivas kozotti id6, az egyik hivas végétdl a kovetkezd hivas
kezdetéig mérve; (3) hivasszam: a hivasok szama percenként, az els6 hivas kezdete és az utolso
hivas kezdete kozott mért idd; (4) hang idétartama: egy hang id6tartama egy hivason belill, a
hang kezdetétdl a hang végéig mérve; (5) hangok kozotti id6: két egymast kovetd hang kozotti
1d6 ugyanazon a hivéason beliil, az egyik hang végétdl az azt kvetd hang kezdetéig mérve; (6)
hangfrekvencia: a hangok szdma masodpercenként, az elsé hang kezdete ¢és az utolsd hang
kezdete kozotti id6tartam; (7) dominans frekvencia: a legnagyobb hangenergiat tartalmazé
frekvencia, a teljes hivas alatt mérve; és (8) a 90%-os savszélesség, ami az 5%-o0s és 95%-0s
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frekvencia kozotti intervallumot, vagy a minimum ¢és maximum frekvencia kozotti
intervallumot jelenti, nem figyelembe véve a kivélasztott hivas teljes energia alatti és feletti
5%-ot (Székely és mtsai. 2023).

Eredmények

Filogenetikai elemzés

A BI és a ML modszerekkel épitett filogenetikai fak kozel megegyez6 topologiat mutattak
(néhany kisebb kiilonbséggel néhany bizonytalan pozicioju ag esetében), de a Bl megkdzelités
nagyobb statisztikai tamogatast kapott (52. abra, Székely és mtsai. 2021, S1 és S2 abrak). A
Huicundomantis alnemzetség monofiletikusnak bizonyult, erds tdmogatottsaggal (bootstrap
értekek = 99,5%; poszterior valoszintiségek = 1) mind az ML, mind a BI elemzések soran,
hasonloan Paez & Ron (2019) eredményeihez. A 0 kiilonbség a mi filogramunk és Paez & Ron
(2019) filogramja kozott a P. hampatusami és egy le nem irt faj (UCS3) aganak pozicidjaban,
valamint szdmos megoldatlan 4g, mint példaul a P. jimenezi, P. phoxocephalus, P. totoroi és P.
tinguichaca pozicidjaban van, ami valdszinlileg az elemzések soran hasznalt kiilonboz6
géneknek koszonhetd (52. abra). A mi fank topoldgiaja nagyon hasonld a Székely és mtsali.
(2020) altal bemutatott fahoz. A Pristimantis lojanus sp. nov. az er6sen tamogatott P.
phoxocephalus csoportba tartozik (sensu Paez & Ron 2019), és testvérfaja a P. torresi (52.
abra). A P. lojanus sp. nov. és valamennyi rokona kozott a 16S génre vonatkozo nem korrigalt
p-genetikai tavolsagok 5,0% és 10,9% kozott mozognak (Székely és mtsai. 2021, S2 tablazat).
A vizsgalt példanyok fajon beliili genetikai tdvolsdgai nem haladjdk meg a 0,3%-ot. A
rokonfajokhoz viszonyitott nagy genetikai tavolsagok, a hivohang ¢és a morfologiai
kiilonbségek alapjan az alabbiakban ismertetjlik az 0 fajt.

+|QCAZ37537 Pristimantis philipi (Azuay, PN Cajas)
*+1KU217863 Pristimantis philipi (Azuay. nearby PN Cajas)
QCAZ41710 Pristimantis nangaritza (Zamora Chinchipe, Nangaritza)
75 1 997 T QCAZ42575 Pristimantis gagliardoi (Morona Santiago, PN Sangay)
%5 0.56/g0.4[ QCAZ46738 Pristimantis gagliardoi (Canar, Mazar)
| o QCAZ54857 Pristimantis muscosus (Zamora Chinchipe, Tapichalaca)
el 87 KU218052 Pnsumanus spinosus (Morona Santiago, Plan de Milagro)
Ec-e‘{ « [ MUTPL168 Pristi yp (Loja.
+LMUTPL135 Pristimantis cryptomelas (Loja. Abra de Zamora)
= QCAZ47397 Pristimantis torresi (Loja, Celica)
Ec»\zusaz Pristimantis torresi (Loja, Guachanama)
MUTPLS96 Pristimantis torresi (Loja, Guachanama)
MUTPL191 Pristimantis lojanus sp. nov. (Lo
istimantis lojanus sp. nov.
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QCAZ58463 Pristimanti: (Cotopaxi, pme)
[ KU218025 Pristimantis totoroi (Chimbor
QCAZ58425 Pristimantis totoroi (Cotopaxi, Pials)
138 + |MUTPLB12 Pristimantis percutus (Loja, Cajanuma)
09 *LMUTPL810 Pristimantis percultus (Loja, Cajanuma)
994/ MUTPL524 Pristimantis chomskyi (Loja, Cerro Toledo)
(85 s acazesses pristimantis chomskyi (Zamora Chinchipe, Tapichalaca)
LI s * MUTPL359 Pristimantis andinogigas (Loja, Cajanuma)
086 . * |QCAZ45580 Pristimantis atratus (Loja, San Sebastian)
‘ L QCAZ45645 Pristimantis atratus (Loja, PN Podocarpus)

(QCAZQ7213 Pristimantis multicolor (Loja, PN Yacuri)
*lQcaz47214 Pristimantis multicolor (Loja, PN Yacuri)

QCAZ45129 Pristimantis sp. CCS2 (El Oro, lelacochz)

il T3 acAzI6H48 gloria (Azuay, Gual
& 1 KU218035 Pristimantis gloria (Azuay. Gualaceo-Limén)

L mutpi2zs Pristimant's gloria (Lo, Urdaneta)

995 QCAZ32785 Pristis q
+1aCAZ53726 Pristimantis lutzae (Azuay, PN Cajas)
907~ QCAZAS178 Prisimantis fimanezi (Azuay. San Antori)

—— QCAZ46978 Pristimantis jimenezi (Azuay, Molleturo)
999 ( MUTPL180 Pristimantis balionotus (Loja, Madrigal)
*LMUTPL392 Pristimantis balionotus (Loja, Abra de Zamora)
s 905[ QCAZ25642 Pristimantis sp. UCS3 (Azuay. San Antonio)
» 99 QCAZS58042 Pristir (El Oro,
+ - QCAZ58044 Pristimanti (E1Oro,
2 QCAZ32790 Pristimantis sp. CCS1 (Azuay, Yanuncay-Irquis)
\ 989 BCAZASQ&Z Pristimantis verrucolatus (Azuay, Yumate)
QCAZ46993 Pristimanti (Azuay. C
*|QCAZ40562 Pristimantis tinguichaca (Morona Santiago. PN Sangay)
+1.QCAZ31945 Pristimantis tinguichaca (Morona Santiago, PN Sangay)
85 [~ QCAZ53999 Pristimantis sp. UCS1 (Zamora Chinchipe, Romerillos)
’—_{ 5‘39[!\.1UTPL494 Pristimantis versicolor (Loja, Madrigal)

+1-KU218096 Pristimantis versicolor (Loja, Abra de Zamora)

79— QCAZ46213 teslai L
NEL QCAZ45029 Pristimantis sp. UCS2 (Morona Santiago, PN Sangay)
0.03 983 /QCAZ42488 Pristimantis atillo (Morona Santiago, PN Sangay)
+'QCAZ42498 Pristimantis atillo (Morona Santiago. PN Sangay)

52. abra. A Pristimantis Huicundomantis alnemzetségének maximum-likelihood-alapu filogramja a 12S, 16S és
RAG-1 génszakaszok Osszesen 2339 bazisparnyi DNS-szekvencidja alapjan. A f6bb eldgazasi pontokon a
bootstrap-értékek (%) és a Bayes-féle poszterior valosziniiségek (tizedesjegyben) szerepelnek, kivéve, ha azok 50
(bootstrap) vagy 0,5 (poszterior valdsziniiség) alattiak; a csillagok 100%-os vagy 1 (poszterior val6sziniiség)
tamogatottsagi értékeket jeleznek. A kiilcsoport nem lathatd; a fat a Pristimantis galdi fajjal gyokereztettiik.
Pirossal jeloltik az 4 fajt, zo6lddel pedig a jelen tanulmanyban leirt szekvencidkat. A mintdk gyiijtési szama,
fajneve, lel6helyének tartomanya és rovid helységneve zarojelben lathatd; valamennyi minta Ecuadorbol
szarmazik (a kapcsolodd adatok Székely és mtsai. 2021, S1 tablazatban szerepelnek). Roviditések: CCS =
megerdsitett kandidans faj, UCS = nem megerésitett kandidans faj (1asd Paez & Ron 2019).
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Pristimantis lojanus sp. nov. Székely, Székely, Ordonez-Delgado,
Armijos-Ojeda és Voros

53.abra. A Pristimantis lojanus sp. nov. (MUTPL 178, adult n6stény) holotipusa, SVL 35.2 mm, é16 példany. A.
Dorsolateralis nézet; B. Ventralis nézet; C. Dorsalis nézet.

54. abra. A Pristimantis lojanus sp. nov. holotipusa. (MUTPL 178, adult ndstény) preparalt példany. A. Dorzalis
nézet; B. Ventralis nézet; C. Oldalsé nézet
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Holotipus. — MUTPL 178 (53., 54. abrak és Székely és mtsai. 2021, SA abra), adult néstény
Ecuadorbol, Loja Provincia, Loja varos, Quebrada El Carmen (4.0432° S, 79.1728° W,
WGS84), 2268 m tengerszint feletti magassag, gyiijtd: Paul Székely 2016 julius 14-én.
Paratipus leirasat lasd Székely és mtsai. 2021. 7-9 oldal.

Diagnézis. — Filogenetikai bizonyitékok és altalanos morfologiai jegyek alapjan az 1 fajt a
Pristimantis nemzetségbe soroltuk. A Pristimantis lojanus egy kézepes méretii faj a kovetkez6
jellegzetességekkel: (1) a hat borét enyhén kidllé szemdlesok boritjak, néhany jobban kialld
szemolccsel tarkitva (€16 példanyon a bor szemdlcsozott strukturaja jobban észrevehetd), a bor
a hasoldalon durvdn marvanyozott vagy marvanyozott; a korong alaki red6 gyenge;
dorsolateralis redék hidnyoznak, alsé dorzalis redé jelen van; (2) a tympanum gyiirije
kiemelked6 €s a hartyaja differencialt, hossza a szem hosszanak kb. 45%-a; szupratympanikus
redd jelen van, amely eltakarja a tympanum felsé €s hatso sz€lét; (3) orrcsucs eldreallo, feliilrdl
nézve fliggélegesen kiugro orrnyereggel, profilbol nézve kerek vagy kevésbé elorealld, canthus
rostralis (szem és orr kozotti szog) feliilr6l nézve enyhén homoru, profilban lekerekitett; (4) a
fels6 szemhéjat tobb aprd szemolcs boritja, amelyek mérete és alakja hasonld a haton
lévokéhez, kb. az 10D 80%-a ndstényeknél és 90%-a a himeknél; a fejtetdn 1évo ,.tarajok”
hianyoznak; (5) a vomerin fogak nytlvanyai kiemelkeddek, ferdék, tojasdad vagy haromszog
alaktak, medialisan a nytlvanyok szélességénél kisebb tavolsagra allva egymastol, mindegyik
nyulvanyon 4-7 fog talalhato; (6) a himek hanghdlyagja a torokrészen van, a hangrések
kerekdedek; hiivelykvankost viselnek; (7) az I. ujj rovidebb, mint a II. ujj; az ujjakon 1év6
tapadokorongok szélesek; (8) a korongok oldala rojtozott (ez ¢16 példanyokon jobban
megfigyelhetd); iziilet alatti (subarticular) gumok kiemelkedéek; ujjak alatti (supernumerary)
gumok jelen vannak; a tenyérgumoé (palmar) altaldban egy nagyobb (belsd) és egy kisebb
(kiils6) gumora oszlik; hiivelykujj alsé gumo (thenar) ellipszis alaku, nagyobb, mint a belsé
tenyérgumo; (9) ulnaris gumok jelen vannak; (10) sarok tobb apro, lekerekitett gumoval; a 1abtd
kiils6 széle egy sok kisebb gumoval; belsd tarsalis redd jelen van; (11) belsdé 1abkdzépcsont
gumoja nagyjabol tojasdad, nagyjabol 4x vagy 5x akkora, mint a labkozépcsontgumo; ujjak
alatti talpgumok jelen vannak (12) labujjak széles oldalsd szegéllyel rendelkeznek (¢é16
példanyon jobban l4thatd); tiszOhartya bazalis; az V. labujj joval hosszabb, mint a III. 1abujj; a
labujjakon 1év6 korongok szélesek, nagyjabol ugyanolyan méretiiek, mint az ujjakon; korkoros
bardzdak jelen vannak; (13) ¢él6 példanyokon a hat és az oldalak alapszine a barnatol a
vordsesbarna kiilonboz6 arnyalataig valtozik, fehér foltokkal vagy foltok nélkiil, fehér szemek
kozotti savokkal vagy anélkiil; hasoldal krémszind, fehéres vagy sargas, sotét szinti foltokkal
vagy anélkiil; szivarvanyhartya bronzszinii vékony fekete halozattal és egy kozépso, vizszintes,
jol lathato csikkal; (14) testhossz 28,5-44,3 mm az adult néstényeknél (34,6 + 5,39 SD, n = 10)
és 26,2-30,4 mm az adult himeknél (28,1 + 1,43 SD,n = 6).

Osszehasonlitas més fajokkal: 1asd Székely és mtsai. 2021. 13-14. oldal

Holotipus leirasa: lasd Székely és mtsai. 2021 14-15. oldal.

Valtozatossag. — A morfometriai valtozatossagot a Székely és mtsai. 2021. 1. tablazat foglalja
Ossze. A faj egyértelmi ivari dimorfizmust mutat. A ndstények joval nagyobbak, mint a himek
(Székely és mtsai. 2021, 7. abra). Mind a himek, mind a ndstények igen valtozatosak a hati
szinezet tekintetében, a barna vagy a pirosasbarna kiilonbozd éarnyalatait mutatva, fehér
foltokkal vagy anélkiil, szemek kozotti fehér savokkal vagy anélkiil (55. és 56. abrak). A
szupratympanikus redé minden egyednél fekete.
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D 4
57. abra. Valtozatossag a Pristimantis lojanus sp. nov. juvenilis egyedeinél
Hivohang. — A P. lojanus hivohangjanak jellemzéséhez 7 felvételt elemeztiink, ebbdl 2 Loja
varosaban a Parque Universitario de Educacion Ambiental y Recreacion “Francisco Vivar
Castro” (2015 és 2016), egy Abra de Zamora (2018), egy Cerro Sacama (2020), és harom Loja
lasd Székely és mtsai. 2021, 2. és 3. tablazatokban. A Pristimantis lojanus hivohangja egy sor
fiittyre emlékezteté hangbdl all, amely kicsit hasonlit a P. balionotus, P. jimenezi, vagy P.
verrucolatus (58 A-58G abra) fajok hivohangjahoz. A hivasok egy vagy két hangbdl allnak,
melyeknek atlagos hossza 0.367 mp, az hangok kozotti idosavok atlagos hossza 7.007 mp és a
gyakorisaguk 7.80 hang/perc (Székely és mtsai. 2021. - 2. tablazat). A két hangbol all6 hivasok
esetében (58A abra) a hangok atlagos hossza 0.797-1.460 mp (0.937 + 0.192, n = 10), az els6
hang hosszabb, mint a masodik: 0.347-0.417 mp (0.370 + 0.021, n = 10) vs. 0.136-0.225 mp
(0.176 + 0.028, n = 10). Az atlagos dominans frekvencia 2598.0 Hz, 2506.3-2674.3 Hz k6zotti
atlagos savszélességgel (Székely és mtsai. 2021, 2. tablazat). Hasonléan mas, a P.
phoxocephalus fajcsoportba tartozo fajokhoz (Székely és mtsai. 2020) a himek néha specialis,
sok, akar 6 hangbol allo hivast is hallatnak (58E és G abrak). Ezeknek a hangoknak mas céljuk
lehet, mint a tipikus parkeresd hivohangoknak, példaul tarsas kapcsolatokban lehet jelzés, vagy
esetleg ndstények vagy rivalis himek jelenléte valthatja ki.

Elterjedés. — A Pristimantis lojanus Loja varosabol és kornyékérdl ismert (a varosba befolyo
patakokban de a magan (Reserva Madrigal del Podocarpus ) vagy allami védettségii (Parque
Universitario de Educacion ,Francisco Vivar Castro”) parkokban és nemzeti parkokban is
eléfordul) (59. abra). DNS vagy hivohang segitségével meghatarozott egyedek alapjan
adatokkal rendelkeziink tovabba San Lucasbol és kornyékérdl, Bosque Servio Aguirre
Villamagua, Cerro Sacama, Abra de Zamora, Cajanuma, Cristal és San Antonio de Paycapamba
teleptilésekrol. A faj 1937 (Cristal) és 2782 (Bosque Servio Aguirre Villamagua) tengerszint
feletti magassag kozotti tartoméanyban €1, a tropusi hegyi erdd okoszisztéma alséd és felsd
régiojat is érintve (Homeier és mtsai. 2008).

Természetrajz. — A Pristimantis lojanus gyakori fajnak szamit (megfelelé éléhelyeken az
egyedeket nagy szamban lattuk vagy hallottunk a terepi mintavételi alkalmak 50-100%-aban).
A legtobb példanyt sotétedés utan észleltiik a ndvényzeten lilve (bokrokon, fadgakon vagy fiives
vegetacioban) 10 cm — 2-3 m magassagig. Az egyedeket legtobbszor kisebb patakok kdrnyékén
lattuk. Enekld himek egész évben megfigyelhetéek voltak, de leggyakrabban esés éjszakakon.
Minden példany masodlagos, valamilyen foku emberi hatds altal érintett erddben fordult eld.
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Csak olyan patakszakaszokon észleltiik a fajt, ahol megfeleld erddboritas volt, €s nem lattunk
békakat ott, ahol a természetes vegetacid hianyzott.

Természetvédelmi statusz. — A Pristimantis lojanus mindossze 25 leléhelyrdl ismert, §sszesen
nagyjabol egy 400 km? teriiletrdl. Jollehet a szamara megfeleld élohelyeken gyakori, javasoljuk
a fajt a Blab(iii,iv) + 2ab(iii,iv) IUCN kritériumok alapjan veszélyeztetett (endangered)
kategoériaba sorolni (IUCN 2001), mivel (1) elterjedési teriilete (Extent of occurrence - EQO)
és az elfoglalt teriilet (Area of occupancy - AOO) kevesebb, mint 400 km?; (2) elterjedése
erosen fragmentalt; (3) egyik ismert populacidja sem védett teriileten €l; és (4) tekintve, hogy
stirtin lakott tertiletek kozelében van, élohelyei fokozott veszélynek vannak kitéve.

Pristimantis lojanus sp. nov. Pristimantis torresi

L

Time (ms) Time (s) Time (ms)

Amplitude (ku)
Amplitude (ku)
S—

Time (s) Time (s) :
. 1 i

Amplitude (ku)

Amplitude (ku)
Amplitude (ku)
Amplitude (ku)

Frequency (kHz)
Frequency (kHz)
Frequency (kHz)
Frequency (kHz)

| 2 S S S S N A

Time (ms) Time (s)

Time (ms)

Relative Amplitude (dB)
Relative Amplitude (dB)
Relative Amplitude (dB)

Relative Amplitude (dB)

Frequency (kHz) Frequency (kHz) Frequency (kHz) Frequency (kHz)

58. abra. A Pristimantis lojanus sp. nov. (A-G) és P. torresi (H-N) hivohangja. A: egy 6t hangbdl allé részlet —
egy és két alhangbdl 4ll6 utolso hanggal — oszcillogramja; B és I: egy hang oszcillogramja; E és L: tobb hangbdl
allo6 hivas oszcillogramja; G és N: tobb hangbdl all6 hivas energia-spektruma; H: egy 6t hangbol allo részlet egy
és két hangbol allo utolso hanggal — oszcillogramja; A-D FUTPL-A 252; E-G FUTPL-A 249; H-N MUTPL 996,
FUTPL-A 256 leltari szamu példanyok.

101



Diszkusszio

A Pristimantis lojanus elterjedése egy viszonylag kis teriiletre korlatozodik, féként a Fels6-
Zamora folyd medencéjére, a Guagrahuma-Acacana ¢és a Cajanuma orografiai csomopontok
altal hatarolt kb. 620 km? -es teriiletre (Gallardo 1978, Maldonado és mtsai. 2005). Ez a teriilet
egy harmadkori tomedence volt, amely Szalapa kornyékén nyilt meg, és a Zamora folyonak
adott otthont (Jaramillo 1975, Maldonado és mtsai. 2005). A P. lojanus legészakibb
feljegyzései San Lucas (Acacana) kornyékérdl szarmaznak, az e teriileten kiviil 2016 ota
végzett terepmunkak sordn nem keriilt el6. Délen a faj eléri Cristal és San Antonio de
Paycapamba teriiletét; délebbre, Vilcabamba kornyékén a P. lojanus helyét egy nagyon
hasonld, jelenleg leiratlan faj veszi at (Székely és mtsai. személyes megfigyelés). 2016 6ta a P.
phoxocephalus csoportbol a Loja-medencébdl szarmazd Gsszes észlelés és gyiijtott példany a
P. lojanushoz sorolhatd. A hasonlé morfologia miatt és a rendelkezésre allo adatok alapjan ugy
véljiik, hogy a Lynch altal 1979-ben Loja-bdl gyijtott és P. phoxocephalusnak gondolt
példanyok valdjaban a P. lojanus képvisel6i.
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59. abra. A Pristimantis lojanus sp. nov. elterjedése Ecuadorban. Az eléfordulési pontok az Universidad Técnica
Particular de Loja Zoologiai Mizeumaban talalhato példanyokon és a rogzitett hivohangokon alapulnak.

Sajnos, ahogy Loja varos lakossaga az évek soran egyre nétt, a varos €s a kornyezo teriiletek
kétéltliinek helyzete romlott. Jelenleg 12 kétéltiifajjal kapcsolatban (koztiik a P. lojanus) van
észlelés a varosbol és kornyékérdl (a varost koriilvevd, 2700 m magassagig terjedd fels6 montan
erdei Okoszisztémak, egészen a hegygerincekig és a szubparamo él6helyekig), de tobbiik
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helyzete elkeseritd. Raadasul, Jelen van Loja kétéltiifaunajaban az 6korbéka (Lithobates
catesbeianus) (Cobos és mtsai. 2015, Shaw 1802), amely a varos szamos tavaban él, és negativ
hatéassal lehet az 6shonos fajok, kiilondsen a toban szaporodd fajok tulélésére. A probléma
kezelésére az Universidad Técnica Particular de Loja, a helyi dnkormanyzat és tobb helyi
okoklub egyiittmiikddése révén kampanyt inditottak; a talalt egyedek szdma (pl. >100/6ra a
Parque Pucara-ban) azonban arra utal, hogy az ellendrzésiik egyre nehezebb. Az 6korbéka
kampanyok, amelyek az egyedek kézi modszerekkel torténd eltavolitdsan alapulnak
iddigényesek és koltségesek, és mas €éléhelyeken korlatozott sikerrel jartak (pl. Kahrs 2006,
Kamoroff és mtsai. 2020, Louette és mtsai. 2012), bar jelent6s hatassal lehetnek az 6korbéka
populacid végleges méretére. Mas mddszerek, példaul az 6shonos ragadozdhalak mesterséges
tavakban val6 alkalmazasa hatékonyabb lehet (Louette 2012), de ezek megvalosithatosagarol a
tropusi Andokban nincsenek tanulmanyok. Emellett siirgésen sziikség lenne a kozvéleményt
tudatositd kampanyokra, amelyek célja az Okorbéka tovabbi szadndékos betelepitésének
megakadalyozasa, valamint fontos lenne az elterjedésének folyamatos és pontos
dokumentélésara.

5.2.2. A Pristimantis orestes fajcsoport harom 0j faja
A Pristimantis orestes fajcsoportot sokaig csupan harom, az ecuadori paramo és a koderd6 felsé

crer

1992) és P. vidua (Lynch 1979). 2008-ra a csoportba mar 14 faj tartozott, mivel a korabbi harom
mellé 11 perui fajt soroltak be (Duellman & Lehr 2009, Hedges és mtsai. 2008). A perui fajok
koziil négy kertilt be egy atfogd Terrarana (most Brachycephaloidea, a békdk egy monofiletikus
csoportja (superfamily), ami hét csaladot, koztiil a Strabomantidae csaladot is magaba foglalja)
revizioba, és koziilik is csak kettd reprezentalta a P. orestes fajcsoportot (P. orestes és P.
simonbolivari) (Hedges és mtsai. 2008, Padial és mtsai. 2014). A P. orestes fajcsoporthoz
késébb két masik fajt is hozzaadtak: P. bambu Arteaga-Navarro & Guayasamin 2011 és P.
mazar Guayasamin & Arteaga 2013.

Brito és mtsai. (2017a) ujrarendezte a csoportot, és hozzaadtak a P. andinognomus Lehr &
Coloma 2008, az ujonnan leirt P. muranunka valamint két tovabbi (még leiratlan) fajt.
Eltavolitottak a csoportbol a perui P. melanogaster (Duellman & Pramuk 1999) és a P. simonsii
(Boulenger 1900) fajokat. Székely és mtsai. (2018) a Pristimantis tiktik fajt soroltik a
csoportba, Urgilés és mtsai. (2019) pedig tisztazta a P. orestes taxonomiai statuszat, el6szor
hasznalva a tipusleldhelyr6l szarmaz6 genetikai adatokat, amelynek soran ide soroltak a P.
saturninoi fajt. Brito és mtsai. (2017b) két 4j fajt, a P. cajanuma és a P. quintanai-t is felvették
a csoportba.

Székely és mtsai (2020) a tipuslelohelyrél, Abra de Zamora-bol szidrmazd mintak
felhasznalasaval ujra leirtak a P. vidua és a P. colodactylus (Lynch 1979) fajokat, és
megerdsitették a csoportba tartozasukat, valamint két 0j fajjal, a P. samaniegoi és P. matildae
fajjal bovitették a csoportot. A csoport vizsgalatanak megkonnyitése érdekében a szerzok a
fajokat harom nagy alcsoportra osztottak (62. abra): a P. orestes alcsoport (P. andinognomus,
P. orestes, P. vidua, P. cajanuma és egy leiratlan faj), a kozelrokon P. simonbolivari alcsoport
(P. tiktik, P. saturninoi, P. simonbolivari, P. bambu, P. mazar, P. quintanai, P. samaniegoi és
két leiratlan faj), és a morfologiailag elkiiloniil6, bromélia-specialista P. colodactylus alcsoport
(P. matildae, P. colodactylus, P. muranunka és egy leiratlan faj). Igy 2020-ra a P. orestes
fajcsoport 14 fajt és 4 le nem irt fajt szamlalt, amelyek mind Ko6zép- és Dél-Ecuador Andok
régidjabol szarmaztak. Tanulmanyunkban a P. colodactylus alcsoport harom 1j kriptikus fajat
irtuk le Ecuador déli részérdl; ezek az 0j fajok morfologiailag kiillonboznek a masik két
alcsoport rokon fajaitol, de a P. colodactylus alcsoport valamennyi testvérfajatol is, amelyektdl
rdadésul arboredlis szokasaikban is kiilonbdznek.

103



Modszerek
Mintavétel
A vizsgalt példanyokat 2015 majusa és 2022 majusa kozott tobb terepbejaras soran gyiijtottiik
Abra de Zamora-ban (Loja tartomany, Dél-Ecuador; 3,9922°S, 79,1455°W; WGS84 adat; 2812

crer

crer

Chinchipe tartomanyok; 4. 3796°S, 79,1124°W, 3080 m), a Numbala Rezervatumban (Zamora
Chinchipe tartomany; 4,4065°S, 79,0885°W, 2875 m), a Podocarpus Nemzeti Park Tapichalaca
Rezervatuma kozelében (Zamora Chinchipe tartomany; 4. 4472°S, 79,1459°W, 2880 m), és a
Tapichalaca Rezervatumban (Zamora Chinchipe tartomany; 4,4861°S, 79,1529°W, 2915 m).
Valamennyi mintavételi teriileten intenziv vizualis és akusztikus felméréseket végeztiink
nappal és éjszaka (12:00-02:00 ora kozott).

A vizsgalt teriiletek (60. abra) a Podocarpus Nemzeti Park teriiletén beliil vagy annak kozvetlen
kozelében helyezkedtek el, Dél-Ecuadorban (Loja és Zamora Chinchipe tartomanyok). A
parkot 1982-ben nyitottak meg a nyilvanossag elétt, teriilete 146289 hektar; domborzata igen
valtozatos, 900 és 3650 m tengerszint feletti magassagot fed le, nagy kiterjedésii, valtozatos
természetes él6helyekkel (Ordonez-Delgado és mtsai. 2019, Rahbek és mtsai. 1995), és része a
tropusi Andok biodiverzitas forrdé pontjainak, amelyek a Fold leggazdagabb biodiverzitasu
teriiletei (Myers és mtsai. 2000). A vizsgalatunkhoz vett mintateriilet 2800 és 3100 m kozotti
tengerszint feletti magassagon fekszik, és szubparamo vagy 6rokzold elfin erd6bdél all (Homeier
¢és mtsai. 2008).

A Dder

Pacific G __ Colombia
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1
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A Pristimantis numbala
@ Pristimantis paladines
B Pristimantis sagedunneae

/
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[ Conservation areas/ private protected areas
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Elevation (ma.s.l.)

E 4000
0

60. abra. A harom Uj faj eléfordulasa, az MUTPL gylijteményében talalhatoé példanyok és terepi megfigyelések
alapjan. A szamok a fobb mintavételi régiokat jeldlik: 1: Abra de Zamora; 2: Podocarpus Nemzeti Park Cajanuma
szektora; 3: Podocarpus Nemzeti Park Cerro Toledo szektora és 4: Reserva Numbala és 5: Reserva Tapichalaca

A fajok relativ gyakorisaganak rangsorolasara a kovetkezo kifejezéseket hasznaltuk (a Székely
¢s mtsai. 2020-ban bemutatottak szerint): gyakori - amikor a faj jelenlétét a megfeleld
¢l6helyen, nagy vagy kozepes szdmban, a mintavételi napok/éjszakdk tobb mint 50%-an
észleltik (lattuk vagy hallottuk); nem gyakori - amikor a faj jelenlétét kozepes vagy kis
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szamban, a mintavételi napok/éjszakak 25-50%-an észleltiik; ritka - amikor a faj jelenlétét kis
szamban, a mintavételi napok/éjszakak kevesebb mint 25%-an észleltik.

Minden begytjtott példanyt €lve lefényképeztiink, 20%-0s benzokainnal elaltattunk, 10%-o0s
formalinban rogzitettiik, és 70%-os etanolban taroltunk. A genetikai elemzésekhez sziikséges
szovetmintakat 96%-o0s etanolban tartositottuk. A vizsgalt példanyok (a tipus-sorozatban ¢€s a
Székely és mtsai. 2023, 1. fiiggelékben felsoroltak) a Museo de Zoologia, Universidad Técnica
Particular de Loja, Loja, Ecuador (MUTPL), Museo de Zoologia, Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador, Quito, Ecuador (QCAZ) és Museo de Zoologia, Universidad Tecnologica
Indoamérica, Quito, Ecuador (MZUTI) gylijteményeiben talalhatok.

Molekuléris elemzések

A DNS-kivonast, amplifikaciot és szekvenalast a Székely és mtsai. (2020) tanulmanyban
foglaltak szerint végeztilk; az 1j DNS-szekvencidkat az NCBI GenBankba regisztraltuk
(Székely és mtsai. 2023, II. fiiggelék). A filogenetikai elemzéshez 19 ecuadori lel6helyen
gyljtott 21 faj 43 egyedébdl szarmazod két mitokondridlis riboszémalis gén (12S és 16S rRNS)
¢és egy nuklearis gén (RAG-1, rekombinaciot aktivald gén 1) szekvencidit hasznaltuk fel
(Székely és mtsai. 2023, II. fiiggelék), amelyek a Pristimantis orestes fajcsoport dsszes jelenleg
ismert fajat képviselik (a GenBankban elérhet6 szekvenciak és a jelen tanulmanyban leirt 25 1;
szekvencia). Kiilcsoportként a Pristimantis ceuthospilus, P. diadematus, P. imitatrix, P.
rhodoplichus, P. unistrigatus és P. wiensi fajokat hasznaltuk. A fat a P. galdi fajjal
gyokereztettiik.

A szekvencidkat a Geneious Prime programmal (Biomatters Ltd., Uj-Zéland) szerkesztettiik és
illesztettiik (MAFFT algoritmus a G-INS-i iterativ finomitasi modszerrel; Katoh & Standley
2013). A 128, 16S és RAG-1 szekvenciak illesztéseit a PhyDE programban (Miiller és mtsai.
2010) vizualisan ellendriztiik az esetleges illesztési hibak kijavitasa érdekében, egy matrixba
agyaztuk Oket, amelyet felhasznaltuk a filogenetikai elemzésekhez. A filogenetikai elemzések
egy 2733 bp hosszl szekvencia adatsoron alapultak (901 bp a 12S, 1193 bp a 16S és 639 bp a
RAG-1 esetében). Az illesztett, konkatenalt matrix elérhetd a
https://doi.org/10.5281/zenodo.7262263 cimen. BLAST keresést végeztink az NCBI
GenBankban a hasonl6 12S, 16S és RAG-1 szekvenciak azonositasara, és a FastTree 2.1 (Price
¢és mtsai. 2010) segitségével a legtobb rendelkezésre allo ecuadori Pristimantis-szekvenciaval
egy eldzetes feltaro fat készitettiink az 0j fajok rokonsagi viszonyainak meghatarozasara. Mind
a BLAST-keresések, mind a FastTree azt mutatta, hogy az uj fajok a P. orestes fajcsoportba
tartoznak.

A filogenetikai kapcsolatokat Maximum Likelihood és Bayes-féle megkozelitéssel vizsgaltuk.
A filogenetikai elemzések részletes leirasat lasd Székely és mtsai. 2023 tanulmanyban.

Morfologiai vizsgalatok

A morfologiai jellemzok leirasa és a leiras formatuma soran nagyrészt Duellman & Lehr (2009)
munkdjat kovettiik. A nemet a hangrések, a hiivelykvankosok és/vagy a gonadok vizsgalata
alapjan hatdroztuk meg. A fiatal és szubadult egyedeket a kisebb méret, az erdteljesebben
szemoOlcsos bor €s a petevezetek €s/vagy a petefészek fejlettségi allapota alapjan kiilonboztettiik
meg a kifejlett egyedektdl (Duellman & Lehr 2009). Duellman és Lehr (2009) javaslatanak
megfelelden az 1. ujj (hiivelykujj) tovénél 1év6 nagy alsé gumot thenar gumonak, a I11. és IV.
ujj tovénél 1évo, altalaban sokkal nagyobb és legtobbszor distalisan részben osztott gumat pedig
tenyér (palmar) gumonak neveztiik. Lynch és Duellman (1997) alapjan az V. és III. labujj
relativ hosszat a kovetkezdképpen osztalyoztuk: Az V. 1abujj kissé hosszabb, mint a III. 1abuyjj,
ha Osszeillesztve az V. labujj csticsa nem éri el a IV. labujjon 1évé distalis subarticularis
tuberculum proximalis sz¢€lét; az V. labujj hosszabb, mint a III. 1abujj, ha a cstcsa eléri a V.
labujjon 1év6 tavolabbi iziilés mtsai. atti gumo kozelebb 1évo szélét, de nem terjed el annak
tavolabbi széléig; az V. labujj sokkal hosszabb, mint a III. 1abujj, ha az V. labujj csticsa eléri a
IV. labujjon 1év6 tavolabbik iziilet alatti gumo tavolabbik szélét, vagy talnyulik azon. Az é16
példanyok szinét terepi feljegyzések és digitalis fényképek alapjan irtuk le.
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Szamos fontos karakter sszehasonlitasahoz elére meghatarozott kategoriakat hasznaltunk,
mivel morfometriai méréseket csak néhany példanyon sikeriilt végezni. Igy a testméretet
(relativ méret a P. orestes fajcsoporton beliil) a kovetkez6képpen hataroztuk meg: apré- amikor
a legnagyobb észlelt néstény teljes testhossza (SVL) 21 mm-nél kisebb; kicsi- ndstény SVL 23
mm-nél kisebb; kozepes- ndstény SVL 25 mm-nél kisebb; nagy- ndstény SVL 25 mm-nél
nagyobb. Orrhossz: nagyon révid - amikor az atlagos szem-orrlyuk tavolsag az SVL 8%-anal
kisebb; rovid atlagos szem-orrlyuk tavolsag az SVL 9%-anal kisebb; hosszu atlagos szem-
nyilas tavolsag az SVL 9%-anal nagyobb. A III. ujj hossza (vagy a kéz hossza): nagyon rovid -
amikor a III. ujj atlagos hossza az SVL 22%-anal kisebb; rovid - a Ill. ujj atlagos hossza az
SVL 24%-anal kisebb; kdzepes - a III. ujj atlagos hossza az SVL 26%-anal kisebb; hosszu - a
II1. ujj atlagos hossza az SVL 28%-4nal kisebb; nagyon hosszl - a III. ujj atlagos hossza az
SVL 28%-anal nagyobb. IV. labujj hossza: nagyon rovid - amikor a IV. 1abujj atlagos hossza
(1abfej hossza) kisebb, mint az SVL 38%-a; rovid - a IV. labujj atlagos hossza kisebb, mint az
SVL 40%-a; kozepes - a IV. labujj atlagos hossza kisebb, mint az SVL 46%-a; hossza - a IV.
labuyj 4tlagos hossza kisebb, mint az SVL 48%-a; nagyon hosszu - a IV. 1abujj atlagos hossza
nagyobb, mint az SVL 48%-a. Tympanum: jelen van - a tympanum membran hianyzik, de a
tympanum kortili gytri kifejezett, vagy a tympanum membran és a tympanum koriili gytirii is
jelen van; hianyzik - a tympanum koriili gytliri s a tympanum membranja is hidnyzik.

A példanyokat az eutanazia eldtt egy My Weigh Triton T3 hordozhaté mérleggel, 0,01 g
pontossaggal megmértiik (testtomeg: BM). A méréseket sztereomikroszkop alatt, Vernier-
tolomérdval végeztik, €s a legkozelebbi 0,1 mm-re kerekitettiik. A kovetkezd morfometriai
méréseket végeztiik: testhossz (SVL), fejszélesség (HW), fejhossz (HL), szemek kozotti
tavolsag (I0D), orrlyukak kozotti tavolsag (IND), fels szemhéj szélessége (EW), szematmérd
(ED), szem-orrlyuk tavolsag (EN), combcsont hossza (FL), sipcsont hossza (TL), labfej hossza
(FoL); kézfej hossza (HaL) (Székely és mtsai. 2020). Megmértiik tovabba a fejmagassagot (HL)
¢s a testmagassagot (BH) is. A méréseket atlag + SD-ben adtuk meg.

Vizsgaltuk az allatok testalakjanak €s a preferalt mikroéléhelyiiknek kapcsolatat is, amihez a
fajokat filogenetikai alcsoportjuk szerinti kategoriakba soroltuk: P. simonbolivari (ide tartozik
a P. tiktik és a P. samaniegoi), P. orestes (P. andinognomus, P. cajanuma, P. orestes és P.
vidua), de a P. colodactylus alcsoportot két kiilon kategoriara osztottuk mikrohabitatuk alapjan:
a bromélialaké P. colodactylus (P. colodactylus, P. matildae és P. muranunka) és fan lako
(arborealis) P. colodactylus (P. numbala, P. paladines és P. sagedunnae). Az egyedek alakjat
a fejarany (fejmagassag/ SVL) és a testarany (testmagassag/ SVL) mérészamokkal jellemeztiik.
A paraméterek Osszehasonlitisat a négy fajkategoria kozott ANOVA-tesztekkel végeztiik,
miutan ellendriztiikk, hogy a normal eloszlas (Q-Q plot vizsgalat) és a variancia homogenitas
(Levene-teszt) feltételek teljesiilnek-e; amennyiben az ANOVA-tesztek szignifikansak voltak,
a Tukey-féle HSD post-hoc tesztet is elvégeztiik. A morfologiai tulajdonsagok paronkénti
Osszehasonlitasara Mann-Whitney U-teszteket alkalmaztunk (az alacsony mintaszam miatt), és
csak a ndstények mérési adatait hasznaltuk. Minden statisztikai elemzést az IBM SPSS
Statistics 25-6s verzidjaval (SPSS Inc., Chicago) végeztiink, a = 0,05 szignifikancia-szint
mellett.

Eredmények

Filogenetikai elemzések

A BI és a ML filogenetikai fak nagyjabol ugyanazt a topoldgiat mutattak, kisebb eltérésekkel
pont esetében (61. abra). Brito és mtsai. (2017a), Urgilés és mtsai. (2019) és Székely és mtsai.
(2020) tanulmanyaihoz hasonléan a Pristimantis orestes fajcsoport monofiletikusnak
bizonyult, mindkét elemzésben erds statisztikai tamogatassal (bootstrap értékek = 100%;
poszterior valoszintiségek = 1). Emellett a harom alcsoportot is (P. orestes, P. simonbolivari és
P. colodactylus, Székely és mtsai. 2020) mindkét elemzés magas értékekkel tamogatta. Az
altalunk kapott filogenetikai fa topoldgiaja hasonldo a Székely és mtsai. (2020) altal
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bemutatotthoz, néhany kisebb eltéréssel a P. orestes és a P. simonbolivari alcsoportok
bizonytalan elagazasaban.

A harom 1j faj a P. colodactylus alcsoportba tartozik, és testvérfajaval, a P. matildae fajjal
egylitt egy er0sen tamogatott kladot alkot (bootstrap értékek = 99,6%; poszterior
valoszinliségek = 1); az 0j fajok kozotti pontos kapcsolat tovabbra sem megoldott (61. abra).
Az j fajok és testvérfajuk, a P. matildae 16S génjének nem korrigalt genetikai p-tavolsaga 2,4-
4,9% kozott mozog; a P. colodactylus alcsoport tobbi fajatol valo tavolsag 6,0-10,5% kozott, a
P. orestes és P. simonbolivari alcsoport fajaitol valé genetikai tavolsag pedig 7,5-13,0% kozott
mozog (Székely és mtsai. 2023, S1 tablazat).

Az 1j fajok kozotti korrigalatlan genetikai p-tavolsagok a kovetkezok: a P. sagedunneae és a
P. paladines kozott 2,0 - 2,8% kozott, a P. sagedunneae és a P. numbala kozott 4,3 - 4,9%, a
P. paladines és a P. numbala kozott pedig 3,4 - 4,4% kozott. Ami a fajon beliili korrigalatlan
genetikai p-tavolsagokat illeti, ezek a P. sagedunneae esetében nem haladjak meg a 0,2%-0t, a
P. paladines esetében a 0,7%-0t, a P. numbala esetében pedig a 0,1%-ot (Székely és mtsai.
2023, S1 tablazat).

O| ML - Maximum Likelihood bootstrap values

BI - Bayesian inference posterior probabilities QCAZ45556 Pristimantis sp. (Loja, Lagunas del Compadre)

MUTPL312 Pristimantis vidua (Loja, Abra de Zamora)
o MUTPL586 Pristimantis vidua (Loja, Cajanuma)
MUTPL148 Pristimantis vidua (Loja, Washapamba)
o MUTPL344 Pristimantis cajanuma (Loja, Cajanuma)

Pristimantis orestes
®. MUTPL345 Pristimantis cajanuma (Loja, Cajanuma)

' ML = 50-75 subgroup
Bl = 0.90-0.95 \
Bl <690 e
.l: QCAZ45534 Pristii g (Loja, Cajanuma)
o QCAZ45661 Pristimantis andinognomus (Zamora Chinchipe, Tapichalaca)
® ol KU218257 Pristimantis orestes (Azuay, Sigsig)
—SQMUTPL%Z Pristimantis orestes (Loja, Urdaneta)
(] L. MUTPL248 Pristimantis orestes (Loja, Urdaneta)
.E MUTPL247 Pristimantis tiktik (Loja, Urdaneta)
Pristimantis o MUTPL239 Pristimantis tiktik (Loja, Urdaneta)
kil e| KU218254 Pristimantis simonbolivari (Bolivar, Cashca Totoras)
\ ®| QCAZ56567 Pristimantis simonbolivari (Bolivar, Cashca Totoras)
o| QCAZ46743 Pristimantis bambu (Canar, Mazar)
®| QCAZ46744 Pristimantis bambu (Cafiar, Mazar)
QCAZ56535 Pristimantis sp. (Azuay, Laguna Patococha)
QCAZ27572 Pristimantis mazar (Cafiar, Mazar)
QCAZ27559 Pristimantis mazar (Canar, Mazar)
o] DHMECN12214 Pristimantis saturninoi (Morona Santiago, PN Sangay)
® DHMECN12232 Pristimantis saturninoi (Morona Santiago, PN Sangay)
° DHMECN12237 Pristimantis sp. (Morona Santiago, PN Sangay)
4.":{ MZUA1881 Pristimantis quintanai (Canar, Guangras)
® MZUA1900 Pristimantis quintanai (Canar, Llavircay)
.|: MUTPL365 Pristimantis samaniegoi (Loja, Abra de Zamora)
o MUTPL357 Pristimantis samaniegoi (Loja, Cajanuma)

.[ MUTPL311 Pristimantis colodactylus (Loja, Abra de Zamora)
Pristimantis MUTPL388 Pristimantis colodactylus (Loja, Abra de Zamora)

ML > 75
BI > 0.95

.

[e

colodactylus .E MUTPL939 Pristimantis sp. (Zamora Chinchipe, Loyola)
subgroup o L] DHMECNO9656 Pristimantis sp. (Zamora Chinchipe, Tapichalaca)
\ L4 .E MEPN14737 Pristimantis muranunka (Zamora Chinchipe, Cerro Plateado)
L MUTPL60S Pristimantis muranunka (Zamora Chinchipe, Cerro Plateado)
.[ MUTPL394 Pristimantis matildae (Loja, Abra de Zamora)
®L MUTPL360 Pristimantis matildae (Loja, Cajanuma)
MUTPLS500 Pristimantis sagedunneae (Loja, Abra de Zamora)
MUTPL1096 Pristimantis sagedunneae (Loja, Abra de Zamora)
MUTPL597 Pristimantis sagedunneae (Loja, Cajanuma)
MUTPL1107 Pristimantis paladines (Zamora Chinchipe, Cerro Toledo)
: MUTPL126 Pristimantis paladines (Loja, Cerro Toledo)
MUTPL1161 Pristimantis paladines (Zamora Chinchipe, Tapichalaca)
o| MUTPL1180 Pristimantis numbala (Zamora Chinchipe, Numbala)
0.03 Ol MUTPL1178 Pristimantis numbala (Zamora Chinchipe, Numbala)

61. abra. 2733 bazispar hosszi konkatenalt mitokondrialis 12S és 16S és nuklearis RAG-1 génfragmentumokon
alapulé maximum-likelihood alapi torzsfa fa a Pristimantis orestes fajcsoport filogenetikai kapcsolatainak
abrazolasara. Kiilcsoport nem lathatd. Az azonositd példanyok leltari szamai, fajnevei, provincia és rovid
lel6helynevek az agvégzddések utan lathatéak. Minden minta Ecuadorbdl szarmazik. (Tovabbi részletes adatok a
Székely és mtsai. 2023, 1l. fiiggelékben lathatoak).
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Morfologia

Morfometriai elemzésiink azt mutatta, hogy a P. colodactylus alcsoportba tartozé bromélia-
specialista fajok testalkata eltér a tobbitdl. Fejiik laposabb (ANOVA F3,122 = 48,86, P < 0,001,
14. tablazat, Székely és mtsai. 2023, 4. abra) és testiik karcsibb (ANOVA, F3,122 = 14,19, P
< 0,001; 14. tablazat, Székely és mtsai. 2023, 5. abra), mind a masik két alcsoportba tartozo
fajoknak, vagy az Gjonnan leirt fan laké testvérfajoknak. A harom uj faj testalkata jobban
hasonlit a P. orestes és a P. simonbolivari alcsoportok fajaihoz, mint a P. colodactylus
alcsoportba tartoz6 broméliahoz kotddo testvérfajokhoz (Székely és mtsai. 2023, 1., 4. és 5.
abrak).

P. colodactylus P. colodactylus

alcsoport — P. simonbolivari P. orestes
o alcsoport —
bromélia , . alcsoport alcsoport
e fan lakok
specialistak
P. colodactylus alcsoport - - P < 0.0001 P <0.0001 P < 0.0001
bromélia specialistak
P. colodactylus alcsoport - P =0.001 - P =0.043 P =0.253
fan lakok
P. simonbolivari alcsoport P =0.001 P=0.991 - P =0.469
P. orestes alcsoport P <0.0001 P =0.249 P =0.515 -

14. tablazat. Paronkénti GOsszehasonlitisok a faj-alcsoportok kozott (post-hoc Tukey HSD teszt) a
fejszélesség/SVL (fels6 matrixrész) és a testmagassag/SVL (alsé matrixrész) tulajdonsagokra. Vastaggal szedett
értékek a szignifikans eltéréseket mutatjak (a = 0.05). Az elemzésben szerepld fajok: Pristimantis colodactylus
alcsoport bromélia specialista fajok (P. colodactylus, P. matildae és P. muranunka), P. colodactylus alcsoport fan
lakok (P. numbala, P. paladines és P. sagedunnae), P. simonbolivari alcsoport (P. tiktik és P. samaniegoi), és P.
orestes alcsoport (P. andinognomus, P. cajanuma, P. orestes és P. vidua).

P. orestes P. simonbolivari P. colodactylus
subgroup subgroup subgroup

62. abra. A Pristimantis orestes fajcsoporton beliili morfoldgiai valtozatossag.
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Taxonémia

Pristimantis sagedunneae sp. nov. Székely, Székely, Armijos-Ojeda,
Hualpa-Vega és Voros
(63. abra és Székely és mtsai. 2023, 7-9 abrak)

63. abra. Pristimantis sagedunnae adult néstény é16 példanya (MUTPL 500, SVL= 21.4 mm) Abra de Zamora,
Loja Provincia, 2,812 m: A: dorzolateralis nézet; (B) ventralis nézet; (C) dorzalis nézet.

Angol neve: Sage Dunne’s Rain Frog
Spanyol neve: Cutin de Sage Dunne

Etimologia. — A sagedunneae név birtokos esetii fonév; a faj Sage Dunne-r6l kapta a nevét, az
Andok allatvilaga iranti szenvedélye, €s a csaladja altal az ecuadori természetvédelmi
munkaban nyujtott felbecsiilhetetlen értékli tamogatasa elismeréseként. Kiilonosen fontos volt
a Dunne csalad hozzajarulasa a Sangay-Podocarpus 6kologiai folyosé (Ecuador elsé okologiai
folyosoja) kétéltliinek védelméhez, amely 567067 hektarnyi, magasan fekvd paramo
Okoszisztémat, valamint tavak és vizes ¢€l6helyek lancolatat védi, egyediilalld biologiai
sokféleséggel és endemizmusokkal.

Holotipus. — MUTPL 500 (terepi gytijtokodja SC 230; 63. abra és Székely és mtsai. 2023. 7-8
abrak), adult ndéstény Ecuadorbol, Loja Provincia, Abra de Zamora, Ecuador (3.9922°S,
79.1455°W), 2812 m, gyiijtd: Székely P. és Stanescu F., 2018 november 13-an. Paratipusok
leirasat lasd Székely és mtsai. 2023., 45-46. oldal.

Diagnozis. — Filogenetikai bizonyitékok ¢€s altalanos morfologiai jegyek alapjan az 4y fajt a
Pristimantis nemzetségbe soroltuk. A Pristimantis sagedunneae egy kozepes méretii faj (a P.
orestes fajcsoport tagja; Székely és mtsai. 2023, 2. tablazat), a kovetkez0 jellegzetességekkel:
(1) a hat elszértan szemolesos (€16 példanyon a bdér szemolcsozott strukturdja jobban
észrevehetd), a bor a hasoldalon marvanyozott, korong alaku redd jelen van, dorzolateralis
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redok hidnyoznak, lagyék eliilsé részén hossziranyt oldalso redok lathatéak; (2) a tympanum
hartyaja és gytirije hidanyoznak, szupratympanikus redd jelen van; (3) orrcsucs feliilrdl
hegyestol lekerekitettig valtozik, oldalrol lekerekitett; canthus rostralis (szem és orr kozotti
sz0g) feliilrél nézve homorq, profilban lekerekitett; (4) a felsé szemhéjon egy nagyobb és tobb
Kisebb szemolcs lathatd (ez él6 példanyokon jobban latszik), szélessége az 10D 68%-a; a
fejtetdn 1évo ,.tarajok” hianyoznak; (5) a vomerin fogak nytlvanyai a szajnyalkahartyaba
stillyednek, mindegyik nyulvany 3-5 fogat hordoz; (6) hanghdlyag, hangrések és a
hiivelykvankos pozicioi ismeretlenek (7) az 1. ujj rdvidebb, mint a II. ujj; az ujjakon 1évo
tapadokorongok szélesek, korkoros barazdak terkitjak; (8) a korongok oldala rojtozott, iziilet
alatti (subarticular) gumok kiemelkeddek, ujjak alatti (supernumerary) gumok jelen vannak; a
tenyérgumo (palmar) altalaban egy nagyobb (belsd) és egy kisebb (kiils6) gumora oszlik;
hiivelykujj als6 gumo (thenar) ellipszis alakt, azonos méretii a bels6 tenyérgumoval; (9) ulnaris
gumok jelen vannak (é16 példanyokon jobban latszik); (10) sarok egy-harom nagy gumoval és
tobb kisebb gumoval (€16 példanyon jobban lathato); a 1abté kiilsé széle egy sok kisebb
gumoval; belsd tarsalis redd jelen van; (11) a belsé labkézépcsont gumdja nagyjabdl tojasdad,
koriilbeliil 3-4x akkora, mint a 1abkdzépesontgumo; (12) a labujjakon széles oldalso szegélyek;
az V. labujj hosszabb, mint a III. labujj; a labujjakon 1évé korongok szélesek, nagyjabol
ugyanolyan méretiiek, mint az ujjakon; a korkords barazdak jelen vannak; (13) €16 példanyokon
a hatoldal barnéssziirke, feketés vagy sotétbarna savokkal, amelyek a hat kézepén >X vagy
XXX alakban egyesiilnek; az oldalakon, a mells6 és hats6é végtagok dorzalis felén sotét
keresztiranyu savok; a combok dorzalis felén, az d4gyékon és a végtagok nem lathato feliiletén
nagy vords szini foltok; a fej széles, fekete szegélyt, vilagos szemek kozotti savokkal, sotét
ajak feletti savokkal és s6tét tympanum alatti csikokkal; a hatsé és mellsé végtagok ventralis
feliilete rozsaszines fehér vagy rozsaszines sziirke, a torkon sotét foltokkal vagy anélkiil;
szivarvanyhartya bronzszinli, vékony fekete haldzattal, kozepén egy széles, vizszintes,
sOtétvoros csikkal; (14) testhossz 21,4-24,3 mm adult néstényeknél (22,5 + 1,41, n = 5); himek
méretérdl nincs adat.

Osszehasonlitas mas fajokkal: 14sd 1asd Székely és mtsai. 2023., 47-49. oldal.

Holotipus leirasa: lasd Székely és mtsai. 2023., 49-51. oldal.

Valtozatossag. — A morfometriai valtozatossagot a Székely és mtsai. 2023, 4. tablazat foglalja
0ssze. A hat kozepén Osszefutod sotét, feketés savok kiilonbozd formajuak, példaul >X, XX,
XXX vagy W-alaktak, és minden példanynal egyedi mintdzatot mutattak. Ezek a mintak
valoszintlileg felhasznéalhatok az egyedek fényképes azonositasara. A vizsgalt egyedek koziil a
MUTPL 597 paratipus (Székely és mtsai. 2023, 9A, D, G abra) rendelkezett a legintenzivebb
vOros szinnel a comb, az agyé€k €s a végtagok nem latsz6do dorzalis felszinén. Ezen a példanyon
lattuk a legkiterjedtebb voros foltokat, ami még a labujjak és az ujjvégekre is kiterjedt (9A
abra). A MUTPL 1095 paratipus (Székely és mtsai. 2023, 9B abra) iriszének szine nagyon
vilagos volt, szinte fehér, kivéve a vizszintes sotétvords csikot. Az egyetlen eldkertilt fiatal
egyed (MUTPL 1096 paratipus) combjainak és agyékanak hatso felszinén csak egy kis rész volt
voros szinll (Székely és mtsai. 2023, 9C abra). Feltehetéen ennél a fajnal az egyedek fejlédése
soran valtozik a szinek intenzitasa.

Hivéhang. — Ismeretlen.

Elterjedés. — A Pristimantis sagedunneae csak Abra de Zamorabol, és attol nagyjabol 13 km-
re délre, a Podocarpus Nemzeti Park Cajanuma szektorabdl ismert (60. dbra). Az Abra de
Zamora teriieltén talalt dsszes példanyt egy nagyon kis teriileten (kevesebb, mint 50 m?)
talaltuk, Cajanumaban pedig csak a Los Miradores Osvényen észleltiik a fajt. A befogott
példanyokat 2800 és 3000 m kozotti tengerszint feletti magassagi tartomanyban, szubparamo
Okoszisztémaban talaltuk (Homeier és mtsai. 2008). A szomszédos, hasonld 6koszisztémaja
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teriileteken a 2016 ota végzett intenziv terepmunka ellenére sem sikeriilt talalkoznunk ezzel a
fajjal.

Természetrajz. — Ritka, vagy nehezen észlelhet6 faj. 2016 és 2022 kozott mindossze hét
példanyat talaltuk meg, és a teriileten végzett tobb mint 50 napos terepmunka soran mindéssze
négy napon voltunk sikeresek. Valamennyi allatot ¢jszaka, mohaval boritott d4gakon vagy
leveleken iilve, 40 cm-t6l 2 m magassagig, bokros ¢ldhelyeken talaltuk. Egyetlen egyedet sem
lattunk a broméliak szaraban. Sajnos, az intenziv keresés ellenére nem talalkoztunk him
példanyokkal, és a hivohangjukat sem hallottuk. A szimpatrikus békafajok kozé tartoznak a
Pristimantis aff. andinognomus, P. cajanuma, P. matildae, P. samaniegoi, P. versicolor (Lynch
1979) és P. vidua.

Természetvédelmi statusz. — A Pristimantis sagedunneae csak két egymashoz kozeli
leldhelyrdl ismert, kevesebb mint 10 km? teriiletrd]. Bar mindkét leléhely orszagos védettség
alatt allo teriileten taldlhatd, javasoljuk, hogy ezt a fajt az [UCN Blab(iii,iv,v)+2ab(iii,iv,v)
kritériumai szerint (IUCN 2001) veszélyeztetett kategoriaba soroljuk, mivel: (1) elterjedési
teriilete (Extent of occurrence - EOQ) és az elfoglalt teriilet (Area of occupancy - AOO) a
becslések szerint kevesebb, mint 10 km?; (2) csak néhany egyed alapjan és csak két helyrél
ismert; és (3) élohelyei a kozeljovoben veszélyeztetettek lehetnek, mivel stirlin lakott teriiletek
kozelében talalhatok (Ordofiez-Delgado és mtsai. 2020).

Pristimantis paladines sp. nov. Székely, Székely, Armijos-Ojeda, Hualpa-Vega és Voros
(64. abra és Székely és mtsai. 2023. 11-14 abra)

64. abra. Pristimantis paladines adult ndstény é16 példanya (MUTPL 1159, SVL = 20.6 mm) Podocarpus Nemzeti
Park, Reserva Tapichalaca kornyékérdl, Zamora Chinchipe Provincia, 2880 m; A: dorzolateralis nézet; (B)
ventralis nézet; (C) dorzalis nézet.

Angol neve: Paladines Rain Frog
Spanyol neve: Cutin de Paladines
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Etimolégia. — A paladines név egy toldalékos fonév. A faj a Loja varosabol szarmazoé Paladines
csalad, kiilonosen Félix Humberto Paladines Paladines (1938-2022) utan kapta a nevét, aki a
tudomanyos és kulturalis élet kiemelked6 alakja volt, és jelentdsen hozzajarult a dél-ecuadori
emberek torténelmének és identitasanak megdrzéséhez. Ezen tilmenden szerettiink volna
elismerni gyermekei, Renzo, Bruno, Pedro és Maria Gabriela altal végzett munkajat, akik
létrehoztak a Naturaleza y Cultura Internacional (NCI) nevii civil szervezetet, amely a latin-
amerikai ¢él6vilag védelméért kiizd6 szervezet, és amely a mai napig tobb mint 8,5 millid
hektarnyi trépusi erddt védett meg kiilonbozo orszagokban.

Holotipus. — MUTPL 1159 (terepi gyiijtékodja SC 1260; 64. abra és Székely és mtsai. 2023,
11-12 abra), adult néstény Ecuadorbol, Zamora Chinchipe Provincia, Podocarpus Nemzeti Park
Reserva Tapichalaca kornyéki teriilete (4.4472°S, 79.1459°W), 2880 m, gyujt6: Székely P.,
Székely D., Armijos-Ojeda D. és Carrion L. 2021 augusztus 27-én.

Paratipusok leirasat lasd Székely és mtsai. 2023, 52-53. oldal.

Diagnézis. — Filogenetikai bizonyitékok és altalanos morfologiai jegyek alapjan az 0j fajt a
Pristimantis nemzetségbe soroltuk. A Pristimantis paladines egy kis méretti faj (a P. orestes
fajcsoport tagja; Székely és mtsai. 2023, 2. tablazat), a kovetkezo jellegzetességekkel: (1) a hat
szemdOlcsos, elszorva nagyobb szemolcsokkel tarkitva (€16 példanyon a bor szemdlcsozott
strukturaja jobban észrevehetd), a bér a hasoldalon marvanyozott, korong alakt redd jelen van,
dorzolateralis red6k hianyoznak, lagyék eliilsé részén hossziranyl oldalsé reddk lathatoak;
hatkozépi redd kiemelkedik, és tobb nagy méretli szemolcs tarkitja a teljes hosszan (€16
példanyokon jobban lathatd); (2) a tympanum hartyaja és gyurlije hianyoznak,
szupratympanikus redd jelen van; (3) orrcsucs feliilrdl hegyestdl a kevésbé hegyesig valtozik,
oldalrol lekerekitett; canthus rostralis (szem és orr kozotti szog) feliilr6l nézve gyengén homoru,
profilban lekerekitett; (4) a felsé szemhéjon 2-3 nagyobb és tobb kisebb szemdlcs lathato (ez
¢16 példanyokon jobban latszik), szélessége az IOD 72%-a ndstényeknél és 81% himeknél; a
fejtetébn 1évo ,tarajok” hianyoznak; (5) a vomerin fogak nytlvanyai alig észrevehetbek,
mindegyik nytlvany 3-5 fogat hordoz; (6) himeknek hianyzik a hangholyag, hangrések és
hiivelykvankosok; (7) az I. ujj rovidebb, mint a II. ujj; az ujjakon 1év6 tapadokorongok szélesek,
korkoros barazdak tarkitjak; (8) a korongok oldala rojtozott, iziilet alatti (subarticular) gumok
kiemelkedéek, ujjak alatti (supernumerary) gumok jelen vannak; a tenyérgumoé (palmar) nem
osztott, vagy csak részben 0sztott egy nagyobb (belsd) és egy kisebb (kiilsd) gumora; hiivelykujj
alsé gumo (thenar) ellipszis alaku, nagyobb, mint a bels6 tenyérgumo; (9) ulnaris gumok jelen
vannak (€16 példanyokon jobban latszik); (10) sarok kett6-harom nagy gumoval és tobb kisebb
gumoval (€16 példanyon jobban lathatd); a 1abté kiils6 széle egy sor nagyobb gumoval; belsd
tarsalis red6 jelen van; (11) a belsé labkozépcsont gumdja nagyjabol tojasdad, koriilbeliil 2-3-
szor akkora, mint a labk6zépcesontgumo; (12) a labujjakon széles oldalso szegélyek; iszohartya
bazalis elhelyezkedésii, az V. labujj hosszabb, mint a III. 1abujj; a labujjakon 1évé korongok
szélesek, valamivel kisebbek, mint az ujjakon; a korkoros barazdak jelen vannak; (13) é16
példanyokon a hatoldal a barna kiilonb6z0 arnyalatait mutatja, feketés vagy sotétbarna savokkal
X vagy W alaku foltokkal vagy anélkiil; az oldalakon, a mellsé és hatsé végtagok dorzalis felén
sotét keresztirany savok; a combok dorzalis felén, az agyékon és a végtagok nem lathato
feliiletén voros vagy vordsesbarna szinezet; a fejen széles, sotét szemek kozotti savok, sotét
ajak feletti savokkal és sotét tympanum alatti csikokkal; a hatsé és mellsé végtagok ventralis
felillete rozsaszines vagy rozsaszines fehér, a torkon sotét foltokkal vagy anélkiil;
szivarvanyhartya bronzszinli, vékony fekete halozattal, kozepén egy széles, vizszintes,
sOtétvoros csikkal; (14) testhossz 19,5-21,4 mm adult ndstényeknél (20,5 = 0,82, n = 5); és
16.7-18.3 mm adult himeknél (17.4 £ 0.73, n = 5).

Osszehasonlitas mas fajokkal: 1asd Székely és mtsai. 2023, 56-57. oldal.

Holotipus leirasa: lasd Székely és mtsai. 2023, 57-58. oldal.
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Viltozatossag. — A morfometriai valtozatossagot a Székely €s mtsai. 2023, 4. tablazat foglalja
0ssze. A ndstények joval nagyobbak a himeknél, de ezen kiviil nem jellemz6 mas elkiilonitd
bélyeg a két nemre. Némelyik egyednél, mint pl. a ndstény paratipus MUTPL1160 (Székely és
mtsai. 2023, 13B, E abrak), a teljes hat vordses-narancssargas, mas példanynal, mint pl. a
néstény paratipus MUTPL1161 (Székely és mtsai. 2023, 13C, F 4brék), a hat inkabb zold, de
kisebb vordses-narancsos beé¢kelésekkel. Némelyik egyednél (pl. MUTPL 123, MUTPL 1155
or MUTPL 1160 paratipusok) kisebb vagy nagyobb fehér foltok tarkitjak a hatat, fejet vagy a
mellsé €s hatsod végtagok dorzalis feliiletét (Székely és mtsai. 2023, 13B, E abrak). A him
paratipus MUTPL 125 kiilonleges szinezetet képviselt a széles, sargasfehér hatkdzepi csikjaval
(Székely és mtsai. 2023, 14C, D abrak).

Hivéhang. — Ismeretlen.

Elterjedés. — A Pristimantis paladines harom egymashoz ko6zel talalhat6 leléhelyrél ismert: a
Podocarpus Nemzeti Park Cerro Toledo szektorabdl, ettél 10 km-re délre, a Podocarpus
Nemzeti Park kozepén talalhato Reserva Tapichalaca kozelébdl, és ettél tovabbi 5 km-re délre
a Reserva Tapichalaca teriiletérdl (60. abra). A példanyokat 2800- és 3100 m tengerszint feletti
magassagi régioban talaltuk a szubparamo 6koszisztémaban (Homeier és mtsai. 2008).

Természetrajz. — Gyakori és lokalisan nagy szamban el6fordulo faj. Valamennyi példanyt
¢jszaka, mohaval boritott agakon, leveleken, vagy az Gt mellett 1évé, mohaval boritott falakon
iilve, néha patakok kozelében, a talajszinttdl 1.5 m magassagig, bokros €él6helyeken talaltuk.
Egyetlen egyedet sem lattunk a bromélidk szaraban. A him példanyok hivohangjat nem
hallottunk. A szimpatrikus békafajok kozé tartoznak a Pristimantis aff. andinognomus, P.
atratus (Lynch 1979) P. versicolor, valamint harom leiratlan Pristimantis-faj.

Természetvédelmi statusz. — A Pristimantis paladines gyakori és lokalisan nagy szamban
eléforduld faj amelyet csak harom lel6helyrdl ismeriink, kevesebb mint 20 km? teriiletrd.
Mindharom leldhely orszdgosan védett vagy védett maganteriileten beliil taldlhatdo és az
¢l6helyei jelenleg nem veszélyeztetettek. Mégis javasoljuk a faj Kozel Veszélyeztetett (Near
Threatened) ITUCN kategoriaba sorolasat, a nagyon kicsi elterjedési teriilete (EOQO) miatt.

Pristimantis numbala sp. nov. Székely, Székely, Armijos-Ojeda, Hualpa-Vega és Voros
(65. abra és Székely és mtsai. 2023, 16-18 abra)

Angol neve: Numbala Rain Frog
Spanyol neve: Cutin de Numbala

Etimologia. — A numbala név egy toldalékos fonév. A faj a Reserva Numbala utan kapta a
nevét, amely egy a Naturaleza y Cultura Internacional civil szervezet altal kezelt fontos védett
maganteriilet. A rezervatumot 2006-ban alapitottak, azzal a f6 céllal, hogy megdrizzék két
tilevel6 fafaj (Retrophyllum rospigliosii és Prumnopitys harmsiana, Podocarpaceae) altal
alkotott utols6 erddmaradvanyat. A rezervatum 1800 hektar szubparamo €s hegyi esderdonek
ad otthont és fontos él6helye szdmos madar, kétéltli, emlds és névényfajnak.
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65. abra. Pristimantis numbala adult néstény €16 példanya (MUTPL 1190, SVL = 22.3 mm) Reserva
Numbala, Zamora Chinchipe Provincia, 2875 m; A: dorzolateralis nézet; (B) ventralis nézet; (C) dorzalis nézet.

Holotipus. — MUTPL 1190 (terepi gytjtékodja SC 1284; 65. abra és Székely és mtsai. 2023,
16-17 abra), adult néstény Ecuadorbol, Zamora Chinchipe Provincia, Reserva Numbala
(4.4065°S, 79.0885°W), 2875 m, gyijtd: Hualpa-Vega S., Székely P. és Székely D., 2021
szeptember 3-an.

Paratipusok leirasat lasd Székely és mtsai. 2023, 60. oldal.

Diagnézis. — Filogenetikai bizonyitékok és altalanos morfologiai jegyek alapjan az uj fajt a
Pristimantis nemzetségbe soroltuk. A Pristimantis numbala egy kozepes méreti faj (a P.
orestes fajcsoport tagja; Székely és mtsai. 2023, 1. tablazat), a kovetkezé jellegzetességekkel:
(1) a hat szemdlcsos, elszorva szemdlesokkel tarkitva (€16 példanyon a bor szemdlesozott
strukturaja jobban észrevehetd), a bor a hasoldalon marvanyozott, korong alaku redd jelen van,
dorzolateralis redok hianyoznak, lagyék eliilsé részén hossziranyl oldalsé reddk lathatoak;
alacsony hatkozépi redd kiemelkedik (él6 példanyokon jobban lathatd); (2) a tympanum
hartyaja és gytiriije hidnyoznak, szupratympanikus redd jelen van; (3) orrcsucs feliilrdl és
oldalrél lekerekitett; canthus rostralis (szem és orr kozotti szog) feliilrl nézve homord,
profilban lekerekitett; (4) a felsd szemhéjon 1 nagyobb és tobb kisebb szemdlcs lathato (ez €16
példanyokon jobban latszik), szélessége az IOD 83%-a ndstényeknél; a fejtetdn 1évd ,,tarajok™
hianyoznak; (5) a vomerin fogak nytlvanyai attetszéek, ovalisak, kozépen réssel elvéalasztva,
ami ugyan akkora vagy kisebb, mint a nyulvanyok szélessége, mindegyik nyalvany 4-6 fogat
hordoz; (6) hanghélyag, hangrések és hiivelykvankosok pozicidja nem ismert; (7) az 1. ujj
rovidebb, mint a IL. ujj; az ujjakon 1év tapaddkorongok szélesek, korkords bardzdak tarkitjak;
(8) a korongok oldala rojtozott, iziilet alatti (subarticular) gumok jelen vannak, ujjak alatti
(supernumerary) gumok jelen vannak; a tenyérgumo (palmar) nem osztott, vagy csak részben
osztott egy nagyobb (belsd) €és egy kisebb (kiilsd) gumora; hiivelykujj als6 gumo (thenar)
ellipszis alaku, nagyobb, mint a belsé tenyérgumo; (9) ulnaris gumok jelen vannak (€16
példanyokon jobban latszik); (10) sarok nagy gumo nélkiil vagy egy nagy és tobb Kkisebb
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gumoval (€16 példanyon jobban lathato); a 1abtd kiils6 széle gumosor nélkiil vagy egy sor kisebb
gumoval; belsd tarsalis redd jelen van; (11) a bels6 labkdzépcesont gumoja ovalis, koriilbeliil 2-
3-szor akkora, mint a labkozépcsontgumo; (12) a labujjakon széles oldalsé szegélyek;
uszohartya bazalis elhelyezkedésii, az V. 1abujj jéval hosszabb, mint a III. 1abujj; a labujjakon
1évo korongok szélesek, nagyjabol akkorak, mint az ujjakon; a korkords barazdak jelen vannak;
(13) €16 példanyokon a hatoldal vordsesbarna, sotétbarna savokkal vagy X alakt foltokkal;
lagyékrész sziirke, rézsaszinessziirke vagy zold, széles, keresztiranyi savokkal; a combok
dorzalis felszinén és a végtagok nem lathato részein vordsesbarna; a fejen széles, sotét szemek
kozotti savok, sotét ajak feletti savokkal és sotét tympanum alatti csikokkal; has, nyak és hatso
végtag ventralis feliiletein rozsaszines fehér vagy rdzsaszines sziirke fekete foltokkal;
szivarvanyhartya bronzszinii, vékony fekete haldzattal, kozepén egy széles, vizszintes, sotét
csikkal; (14) testhossz 20,4-23,2 mm adult néstényeknél (21,9 + 1.43 n = 5); és 16.7-18.3 mm
adult himeknél (17.4 £ 0.73, n = 3). himek SVL hossza ismeretlen.

Osszehasonlitas mas fajokkal: 1asd Székely és mtsai. 2023., 60-62. oldal.
Holotipus leirasa: lasd Székely és mtsai. 2023., 62-63. oldal.

Valtozatossag. — A morfometriai valtozatossagot a Székely és mtsai. 2023, 4. tablazat foglalja
Ossze. A paratipusok egyikének sem volt olyan mértékben vorosesbarna a hati szinezete, mint
a holotipusnak. Tovéabba, a paratipusok hatdn, combjan és a végtagok dorzalis felszinén a
sOtétbarna foltok kifejezettebbek, mint a holotipus esetében. A MUTPL 1178 paratipus volt az
egyetlen, amelyiknek az orrcsticsa nem volt sargasfehér (Székely és mtsai. 2023,18A, D abrak)

Hivéhang. — Ismeretlen.

Elterjedés. — A Pristimantis numbala csak a Reserva Numbala teriiletérél és kornyékérol
ismert (60. abra). Az 0sszes példanyt 2860-2880 m tengerszint feletti magassagban talaltuk,
szubparamo Okoszisztémaban (Homeier és mtsai. 2008).

Természetrajz. — Nem gyakori faj. Jollehet, megallapitasunkat csupan négy gylijtéexpediciora
tudjuk alapozni, amibdl csak egy alkalommal sikeriilt megtalélni a faj egyedeit. Ezen alkalmak
soran csak néhany példanyt talaltunk, amelyek koziil mind ndstény volt. Mindegyik példanyt
¢jszaka talaltuk, mohaval bendtt 4gakon vagy leveleken, talajszinttdl 1 m magassagig, bokros
vegetacioban. Bromélia szaraban egy példanyt sem lattunk. Szimpatrikus elterjedésti fajok a
Pristimantis andinognomus, P. atratus, P. cryptomelas (Lynch 1979), P. versicolor, és két
leiratlan Pristimantis-faj.

Természetvédelmi statusz. — A Pristimantis numbala csak egyetlen leléhelyr6l ismert, egy
nagyjabol 300 km? teriiletrél. Mivel nincs elég informécionk a faj basorolasahoz, a P. numbala-
t adathianyos fajnak tekintjiik az TUCN kritériumok alapjan.

Diszkusszio

A Pristimantis orestes fajcsoport attekintése

A harom 1j faj leirasaval a P. orestes fajcsoportba tartozo fajok szama 17-re emelkedett, és
tovabbi négy faj var leirdsra (61. abra). Brito és munkatéarsai (2017a) tovabba morfologiai
hasonlésagokat azonositottak a P. muranunka és a P. proserpens (Lynch 1979), a P. paquishae
Brito és mtsai. 2014, valamint a P. tinajillas Urgilés és mtsai. 2014 ko6zott. Morfologiajuk
alapjan ezek a fajok is ebbe a csoportba tartozhatnak; mivel azonban a P. orestes csoportra
vonatkozoan nem ismertek megbizhatd sziinapomorf bélyegek, tovabbi munkara van sziikség
a filogenetikai viszonyaik tisztazdsdhoz és a csoporthoz vald tartozasuk bizonyitasara.
Mindazonaltal még legalabb 15 faj keriilt szem elé terepi vizsgalataink soran, amelyekrdl nincs
formalis leiras, de a P. orestes csoportba tartozhatnak. Az elmult hat év soran kozzétett
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munkaknak kdszonhetden tisztabb képet kaptunk a P. orestes fajcsoport kozép- és dél-ecuadori
fajosszetételérdl, amely csoport jelenleg ismert fajainak mindegyike az Andok hegyi erdeiben,
a szubparamo ¢és a paramo biomokban élnek.

A perui fajok filogenetikai hovatartozasa bizonytalan, mivel molekularisan még egyetlen fajrol
sem igazoltak, hogy a csoporthoz tartozik. Az eredetileg (Duellman & Lehr 2009, Hedges és
mtsai. 2008) a csoportba felvett 11 perui faj (P. atrabracus (Duellman & Pramuk 1999), P.
chimu Lehr 2007, P. cordovae (Lehr & Duellman 2007), P. corrugatus (Duellman és mtsai.
2006), P. melanogaster, P. pataikos (Duellman & Pramuk 1999), P. pinguis (Duellman &
Pramuk 1999), P. seorsus Lehr 2007, P. simonsii, P. stictoboubonus (Duellman és mtsai. 2006)
és P. ventriguttatus (Lehr & Kohler 2007) koziil csak ketté (P. melanogaster és P. simonsii)
esetében allt rendelkezésre DNS-szekvencia; elemzésiik utan ezeket a fajokat ki is kellett venni
a csoportbol. 2012-ben két tovabbi fajt vettek fel a csoportba (P. mariaelenae Venegas és
Duellman 2012 és P. stipa Venegas & Duellman 2012), de ezekhez is hianyoznak a molekularis
adatok. A csoporthoz sorolhato fajok jelenléte bizonyitott Peru északi részén, az ecuadori hatar
kozelében. Az onnan szarmazo6, P. colodactylus-ként azonositott példanyok (Lehr & Duellman
2007, Lynch 1979) valosziniileg kozelrokon, leiratlan fajok, mivel a P. colodactylus a joval
¢északabbra fekvo Abra de Zamoraban endemikus (Székely és mtsai. 2020). A P. muranunka is
jelen lehet Peruban, mivel e faj ismert populacioi nagyon kozel talalhatéak a perui hatarhoz.

MikroélShely-testalkat kapcsolat

Eredményeink azt mutatjak, hogy a P. orestes és a P. simonbolivari alcsoportok arborealis fajai
jellegzetes testalkattal rendelkeznek; rovid orr, robusztus test, viszonylag keskeny fej,
aranyosan rovid végtagok, keskeny és lekerekitett tapadokorongok jellemzik Oket, ahogy azt
Lynch és Duellman (1997) a P. orestes csoport eredeti leirasaban rogzitette (Székely és mtsai.
2023, 1. abra). Ezzel szemben a P. colodactylus alcsoportba tartozé bromélia-specialista fajok
- P. colodactylus, P. muranunka és P. matildae (Székely és mtsai. 2023, 1G-I abrak) - feltiinéen
eltér6 testalkattal rendelkeznek (Székely és mtsai. 2020). Hosszabb orr, karcst test és laposabb
fej (14. tablazat, Székely és mtsai. 2023, 2. tablazat, 61. abra, Székely és mtsai. 2023, 4., 5.
abrak) jellemzi 6ket. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a colodactylus-testalkat eltérése a tipikus
orestes-testalkattol a kiilonb6z6 mikrohabitathoz kot6do életmddnak kdszonhetd, €s hogy ezek
a testalkat-jellegzetességek valosziniileg a broméliak egymast fedo levelei kozotti élethez valo
alkalmazkodas eredményei. Masrészt az orestes és simonbolivari alcsoportokat jellemzé
robusztus, rovid labu testalkat pedig a moharéteghez és lagyszari ndvényzethez vald
alkalmazkodas eredménye lehet (Lehr és mtsai. 2017).

Bar filogenetikailag szoros rokonsagban allnak, az itt leirt harom uj arborealis faj
morfologiailag eltér a bromélia-specialista testvérfajoktol. Kevésbé lapos fejjel és testtel
rendelkeznek, és a combokon, az 4agyek részen €s a rejtett végtagfeliileteken egyértelmii
mintazatot mutatnak (Székely és mtsai. 2023, 2. tablazat, 1. abra). Tovabba, az 0j fajok ugy
tlinik, hogy a P. orestes és a P. simonbolivari alcsoport valamennyi fajatol is kiilonboznek,
foként a hosszabb orruk (ez a tulajdonsaguk kozos a bromélia-specialista testvérfajokkal), a
hosszabb ujjak és labujjak révén (Szekely és mtsai. 2023, 2. tablazat) testalkatuk valahol a két
csoport kozotti atmenetet mutat (Székely és mtsai. 2023, 1. 4bra).

Kriptikus valtozatossag Dél-Ecuadorban

Az IUCN Red List 2021-es értékelésének (Ortega-Andrade és mtsai. 2021) eredményei alapjan
az ecuadori kétéltifajok 57%-a (363 faj a 635 vizsgalt fajbol) veszélyeztetett, amelynek f6 okai
az ¢lohelyvesztés, a mezOgazdasagi/allattenyésztési teriiletek terjeszkedése ¢€s tovabbi
antropogén veszélyek (pl. utak, emberi telepiilések, banyaszati/olajipari tevékenységek),
valamint az éghajlatvaltozéassal és a hirtelen felbukkan6 betegségekkel vald lehetséges
szinergikus hatdsok. A legtobb veszélyeztetett faj az andoki hegyi erddk és a paramo
okoszisztémakban talalhato, amelyek kozel 10%-a védett teriileteken kiviil helyezkedik el. Az

értekelés szerzdi kiemelték, hogy a hidnyos taxondmiai lehatarolasok, kiilondsen az olyan nagy
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fajgazdagsagu orszagokban, mint Ecuador, komoly negativ hatassal lehetnek a kétéltiiek
védelmére. A széles elterjedésti fajkomplexumok, amelyeket gyakran a legkevésbé
veszélyeztetett (Least Concern) kategoriaba sorolnak, kriptikus taxonokbol allhatnak, igy
természetvédelmi szempontbdl kiilondsen veszélyeztetettek (Ortega-Andrade és mtsai. 2021).
Ebben az Gsszefiiggésben kiemelten fontosak a taxondmiai kutatasok, kiilondsen a kriptikus
fajok azonositésa.

Az Andok magasan fekvo régidiban a viszonylag alacsony kétéltli-fajgazdagsag ellenére magas
az endemizmusok szama (Bernal & Lynch 2008, Garcia-R és mtsai. 2014, Guarnizo és mtsai.
2015, Mendoza ¢és mtsai. 2015). A Pristimantis-fajok korében tapasztalhato magas
diverzifikécios rata f6 okai lehetnek az alacsony diszperzios képesség, a mikrohabitatokhoz
valo magas fokl specializaltsag, ¢s 6kologiai lehetdségek mas filogenetikai vonalak hidnyaban
(Hutter és mtsai. 2017, Mendoza és mtsai. 2015). J6 példak erre a jelen tanulmanyban vizsgalt
teriiletek, ahol legalabb 9 faj és 4 potencialisan 0j faj ¢l, ha csak a néhany leléhelyrdl vett mintat
vessziik figyelembe egy olyan hegységbdl, amely kevesebb, mint 50 km hosszan teriil el (Abra
de Zamora-t6l Reserva Tapichalaca-ig) és 2700-3300 m kozotti tengerszint feletti magassagban
talalhato. Az itt €16 kétéltifajok eléfordulasa sajatos mintazatot mutat (60. abra). Ez a hegység
a Podocarpus Nemzeti Park nyugati hatarat jeloli, és 6rokzold tropusi hegyi erddk (4ltalaban
2100 és 2700 m kozotti magassagban), valamint szubparamoi vagy 6rokzold torpefenyderdok
(a hegygerincen, 2700 és 3700 m kozott; Homeier és mtsai. 2008) alkotjak. A hegygerinc
magassaga 2700 és 3700 m kozott ingadozik, atlagosan 3200 m kortil, de a legmagasabb pontja
a Lagunas del Compadre néven ismert, mintegy 50 gleccsertobol allo6 komplexum kornyékén
talalhato. Igy tobb esetben azt lathatjuk, hogy az Abra de Zamora/Cajanuma teriiletén
eléforduld fajokat morfoldgiailag és dkoldgiailag hasonld, de genetikailag eltérd fajok valtjak
fel a nemzeti park magasabban fekvd, Cerro Toledo szektoraban. Ezt lathatjuk példaul a
Pristimantis andinogigas Yanez-Mufioz és mtsai. 2019, a P. sagedunneae és a Lynchius
flavomaculatus (Parker 1938) esetében Abra/ Cajanuma teriiletérdl, amelyeket a P. chomskyi
Paez & Ron 2019, a P. paladines és egy le nem irt Lynchius faj (Székely és mtsai. 2020) valt
fel a Cerro Toledo teriiletén. Elézetes eredményeink alapjan hasonld a helyzet a Pristimantis
tobb leiratlan faja esetében is (koziiliik harom a P. orestes fajcsoportbol), és a P. andinognomus
¢és a P. versicolor esetében is atfogo reviziora lenne sziikség (Székely és mtsai. 2020). Ezekben
az esetekben a genetikai tavolsag 2-3% kozott valtozik, ami alacsonyabb, mint a kétéltiifajok
elkiilonitésére javasolt konzervativ 3%-os genetikai tavolsagi kiiszobérték (Fouquet és mtsai.
2007, Vieites és mtsai. 2009). Az utobbi évek intenziv kutatasai megerdsitik azonban, hogy ez
egy talsagosan Ovatos hatarérték (Caminer & Ron 2014, Guayasamin és mtsai. 2019),
kiilondsen az olyan fiatal evoliicios vonalak esetében, mint a Pristimantis (Garcia-R és mtsai.
2014, Ortega-Andrade és mtsai. 2015, Paez és Ron 2019). Raadasul az andoki Pristimantis-
fajok kozismerten kis elterjedésiiek, igy a néhany, nagy elterjedésiinek vélt faj a fajhatarok
helytelen meghtizasa miatt még feltaratlan valtozatossagot rejthet (Paez és Ron 2019, Székely
és mtsai. 2020, Urgilés és mtsai. 2019, Zumel és mtsai. 2022).

Mas fajok, koztik az altalunk Gjonnan leirt fajok nem feltétleniil kovetik ezt a mintazatot.
Példaul a P. vidua elterjedésének déli hatarat Abra de Zamora/ Cajanuma térségében éri el, mig
pl. a P. balionotus, P. cajanuma, P. colodactylus vagy P. percultus fajok egyel6re csak egy
viszonylag kis teriiletrl ismertek ugyan ebbdl a térségbol (Székely és mtsai. 2020). A P.
numbala genetikailag tavolabb all a kdzeli Cerro Toledo teriiletén ¢16 P. paladines fajtol, mint
a P. paladines a tavolabbi eléfordulasu északi testvérfajatol, a P. sagedunneae-tol (60. abra).
Nagy valoszinliséggel a P. numbala ismert populacidja a Reserva Numbaldban a faj
elterjedésének északnyugati hatarat képviseli, majdnem elérve a P. paladines elterjedésének
hatarat. Mivel azonban a Podocarpus Nemzeti Park k6zépso régidjabol nincsenek adataink
(foként mert a teriilet nehezen megkozelithetd), nem all rendelkezésiinkre olyan informaécio,
amely alatdmasztand ezt a hipotézist. A jovoben sziikséges lenne tehat tovabbi adatokat gylijteni
foként a Cajanuma ¢€s a Cerro Toledo kozott fekvd és a nemzeti park tdvolabbi teriileteirdl, hogy
megertsiik a kétéltliek elterjedési mintdzatat a biologiai sokféleség ezen forrd pontjan.
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6. Osszegzés
Uj eredmények

A dolgozatomban bemutatott kutatasok a kovetkez6 eredményekkel jarultak hozza a kétéltiiek
morfologiai és genetikai valtozatossaganak leirasahoz, evolucios torténetiik rekonstrualasahoz:
Az 2.1 fejezetben két sikvidéki farkos kétéltiifaj esetében mutattuk ki, hogy Kozép-Eurdpa
folydi fontos szerepet jatszottak a jelenlegi elterjedés és genetikai struktara kialakulasaban. A
dunai tarajosg6te (Triturus dobrogicus) esetében a folyok terjedési folyosok lehettek a karpat-
medencei populaciok utolsé pleisztocén eljegesedés (LGM) wutani visszaterjedésben.
Mitokondrialis és nuklearis DNS-fragmentek haszndlataval két refagiumteriiletet
azonositottunk a Kéarpat-medence északnyugati és délnyugati részén. Elterjedési-modellezéssel
Osszehasonlitottuk a dunai tarajosg6tét a hasonlo elterjedésii voréshasu unkaval (Bombina
bombina) és azt talaltuk, hogy a két faj kiilonb6z6 biogeografiai mintazata az LGM alatt
hasznalt refugiumteriiletek eltérd foldrajzi helyzete miatt alakulhatott ki. A dunai tarajosgdtével
ellentétben a pettyes gbte (Lissotriton vulgaris) esetében a nagy folyok, foként a Tisza, akadalyt
jelenthetnek a  populdcidk terjedéséhez. Genomszintii  vizsgalatokat alkalmazva
megallapitottuk, hogy a térzsalak északi genetikai vonala mellett a L. v. ampelensis is jelen van
a Karpat-medencében. Az alfaj elterjedésének behatarolasa mellett a két alfaj kozott jelentds
géndramlést talaltunk, és egy nagyjabol 400 km hosszi kontaktzona meglétét tartuk fel.
Adatainkbol valdszinisithetd, hogy a L. vulgaris fajnak egy vagy két refugiumteriilete is
lehetett a Karpat-medencében.

Az 2.2 fejezetben két hegyvidéki életmoda farkos kétéltii poszt-glacialis evolucios torténetét
irtuk le a Karpat-medencében, amelyek hasonlé mintdzatot mutattak. Mind az alpesi gotét
(Ichthyosaura alpestris), mind pedig a foltos szalamandrat (Salamandra salamandra) kelet-
nyugati genetikai szétvalas jellemezte, ami kéarpati és alpi eredetet jelez. Mindkét faj esetében
a Bihar-hegységbdl szarmazo allomany egy kiilonalld genetikai egységet alkotott. Az alpesi
g6te mitokondrialis génszakaszainak vizsgalata azt mutatta, hogy a Bakonyban és az Orségben
¢l6 allomanyok jo ideje Onalldan fejlédtek és nagy valdszinliséggel a Karpat-medence
északnyugati részén lehetett az LGM alatti reflgiumteriiletiik. Az altalunk feltart genetikai
elkiilontilés, és a kordbban publikalt morfologiai adatok alapjan szabalyos leirast adtunk az
Ichthyosaura alpestris bakonyiensis Voros, 2022 alfajrol, amelyet Dely Olivér Gyorgy 1964-
ben a bakonyi alpesi goéteallomanyok csonttani vizsgalatara alapozva nem a Zoologiai
Nevezéktan Nemzetk6zi Kodexe (ICZN) altal meghatarozott modon k6zolt. Mikroszatellita-
lokuszokat elemezve a foltos szalamandra északi-kozéphegységi allomanyaiban jelentds
strukturaltsagot figyeltiink meg, amely szerint a Visegradi-hegység és a Budai-hegység,
valamint az Eszaki-kozéphegység déli perempopulacioi elkiiloniiltek a tobbi populaciotol. Ezen
perempopuléciok fragmentacidja eredményeink alapjan idoben az LGM végére tehetd, ami
megegyezik a Wiirm/Weichsel-jégkorszakok viszonylag enyhe interstadialis idGszakaval,
bizonyitékul szolgalva a S. salamandra eljegesedés alatti tulélésére a Karpatok mérsékelt égovi
erdeiben.

A 3.1 fejezetben kifejlesztettiik a barlangi vakgéte (Proteus anguinus) kornyezeti DNS-alapu
kimutatasat barlangi vizekbdl. Két mintavételi modszert (szlirés és kicsapas) teszteltiink, €s
megallapitottuk, hogy ezt a fajt a szlirés modszerrel hatékonyabban lehet kimutatni. A sz{irés
mintavétellel és a rovid, mitokondrialis-génfragment felszaporitasan és detektalasan alapulo
reakcioval megerdsitettiik a P. anguinus jelenlétét tiz horvatorszagi barlangbol, 6t masikban
pedig eldszor mutattuk ki a fajt.

A 3.2 fejezetben 10 fajspecifikus mikroszatellita-markert fejlesztettiink a barlangi vakgéte
populacidgenetikai vizsgalatahoz. Ezen markerek hasznalataval négy P. anguinus populaciot
elemeztliink Horvatorszdgban, amelyek harom egymastol elszigetelt hidrogeografiai régionak
megfeleléen harom genetikai csoportba rendezddtek. A populacidokon beliil alacsony volt a
genetikai valtozatossag, viszont az Osszes vizsgalt populacioban alacsonynak bizonyult a
rokonsagi kapcsolatok aranya is. Ez az ellentmondas és a tovabbi elemzéseink is azt sugalljak,
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hogy a barlangi vizrendszereken beliil génaramlas allhat fenn, és mivel felméréseink csak a
barlang ismert szakaszaira vonatkoznak, aldbecsiilhetjiik a teljes populacido méretét.

A 3.3 fejezetben egy nem-invaziv, viz alatti, in situ mintavételi modszert mutattunk be a P.
anguinus mintazasara. A két el6z6 alfejezetben leirt eDNS-alapt és mikroszatellita-marker-
alapt elemzésekre timaszkodva bizonyitottuk, hogy ez a viz alatti mintavétel elegendé DNS-
mennyiéget szolgaltatott az elemzésekhez, ¢s kimutattuk a vizsgalt hercegovinai populacio
genetikai valtozatossaganak hianyat.

A 4.1 fejezetben két levelibékafaj, a Litoria aurea és L. raniformis Ausztralidbol Uj-Zélandra
telepitésének torténetét tartuk fel. Mitokondrialis DNS-fragment elemzésén alapulva
megallapitottuk, hogy a L. aurea fajt nagy valosziniiséggel Uj-Dél-Walesbél telepitették at Uj-
Zéland Eszaki-szigetére, két kiilon betelepités soran: Uj-Dél-Wales északi részérdl
Northlandbe, és egy Uj-Dél-Wales déli részérdl a Coromandel-félszigetre - Waikato régioba. A
L. raniformis faj pedig Victoria Allam déli részérél (Melbourne kornyékérdl) keriilt be Uj-
Zéland Déli-szigetére, Uj-Zélandon azutan emberi segitséggel terjedt szét és telepedett meg
mindkét 6 szigeten. A mitokondrialis DNS elemzése a L. raniformis fajon beliil két divergens
genetikai vonal létezését tarta fel Ausztralidban, ami ravilagitott a fajon beliili kriptikus
valtozatossagra.

A 4.2 fejezetben multilokusz, arche-DNS, genomikai, bioakusztikus és morfologiai adatok
egylittes vizsgalataval jartunk utdna, hogy a korabban talalt genetikai divergencia milyen
mértékben befolydsolja a faj szisztematikajat. A teljes ausztraliai elterjedést lefedd
mintavételen alapuld kutatds megerdsitette az északi és déli, kriptikus evolicids vonalak
szétvalasat, amelyek csak genetikai vizsgalatok tjan azonosithatdak megbizhatéan. Mivel két
régioban is talaltunk hibrid egyedeket, a két vonal alfaji besorolast kapott. Neotipusok
kijelolésével ujra leirtuk a Litoria raniformis raniformis (északi evoltciods vonal) torzsalakot és
a L. raniformis major (déli evolucios vonal) alfajt. Azt is megallapitottuk, hogy a L. castanea
ujra felfedezett allomanyai genetikailag és bioakusztikai jellemzOk alapjan a torzsalak
alloményaiba agyazddnak be.

Az 5.1 fejezetben Brazilia északkeleti partvidékén az atlanti esGerdd egy kis erd6foltjaban
talaltuk meg és morfologiai és bioakusztikai paraméterek alapjan irtuk le a Phyllodytes amadoi
levelibékafajt. A kis testméret (a nemzetségen beliil a legkisebb faj) és a hivohang magas
dominans frekvenciaja miatt a faj konnyen megkiilonboztethetd a tobbi Phyllodytes-fajtol. A P.
amadoi talajon vagy a fatdrzson novo kis méreti broméliakban é1. Innen keriilt 16 a faj ebihala
is, aminek szintén kozoltiik a leirasat. A P. amadoi el6frodulasa jelenleg csak a tipusleléhelyrdl
ismert.

Végiil, az 5.2 fejezetben négy Pristimantis-fajt irtunk le Ecuador tropusi Andok régiajabol. Az
5.2.1. fejezet a Pristimantis lojanus leirasat a rokonfajokhoz viszonyitott nagy genetikai
tavolsadgok, a hivohang és a morfoldgiai kiilonbségek alapjan ismerteti. A fajt Loja varosban és
kornyékén azonositottuk, és a P. phoxocephalus fajcsoportba tartozik. A P. lojanus mindéssze
25 leléhelyrdl ismert, 5sszesen nagyjabol egy 400 km? teriiletrdl, ismert él6helyein gyakorinak
szamit. Az 5.2.2. fejezetben pedig harom uj, kriptikus Pristimantis-fajt irtunk le, amelyeket a
Pristimantis orestes fajcsoporthoz soroltunk. A Pristimantis sagedunneae egy kozepes méreti,
ritka, vagy nehezen é€szlelhetd faj, csak Abra de Zamorabdl, és attdl nagyjabol 13 km-re délre,
a Podocarpus Nemzeti Park Cajanuma szektorabol, nagyjabol 10 km? teriiletrdl ismert. A
Pristimantis paladines egy kis méretli, gyakori és lokalisan nagy szamban el6forduld faj.
Csupan harom egymashoz kozel talalhaté leléhelyrdl keriilt el6: a Podocarpus Nemzeti Park
Cerro Toledo szektorabol, ettdl 10 km-re délre, a Podocarpus Nemzeti Park kdzepén talalhatod
Reserva Tapichalaca kozelébdl, és ettdl tovabbi 5 km-re délre a Reserva Tapichalaca teriiletérdl,
kevesebb mint 20 km? teriiletrdl. A Pristimantis numbala egy nagy méretii, nem gyakori faj,
ami csak a Reserva Numbala teriiletérél és kornyékén taldltuk meg, egy nagyjabol 300 km?
tertiletr6l. Mindharom faj fan lako €életmodot folytat €s ennek megfeleléen morfologidjuk eltér
a bromélia-specialista testvérfajoktol. Kevésbé lapos fejjel és testtel rendelkeznek, és a
combokon, az agyék részen és a rejtett végtagfeliileteken egyértelmii mintazatot mutatnak.
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Konklaziok

A Karpat-medence farkos kétéltliinek evolucios torténetében fontos szerepet jatszottak Kozép-
Eurdpa nagy foly6i (Duna, Tisza, Szava, Drava), amelyek vagy terjedési folyosoként vagy
foldrajzi akadalyként alakitottdk a populaciok foldrajzi és genetikai mintazatat. A jelenlegi
elterjedés kialakuldsaban azonban a legfontosabb tényezé az LGM alatti refugium-teriiletek
foldrajzi helyzete lehetett, ahonnan a fajok vissza tudtak terjedni a szamunkra kedvezd
teriiletekre. Ugyan részletesen bemutattuk a négy farkos kétéltiifaj filogeografiai és
populacidgenetikai mintdzatat, az ujgeneracios €s teljes genomszekvenalasok adta lehetdségek
tikkrében érdemes lenne tovabb elemezni karpat-medencei populacioikat.

Az altalunk fejlesztett modszerek — kdrnyezeti DNS-alapt kimutatas, mikroszatellita-markerek
€és nem-invaziv in situ mintazas — fontos eszkozoket adtak a barlangi vakgote (Proteus
anguinus) kiméletes és részletes vizsgalatahoz. Ennek a sokmillié éve 6nalloan fejlédé faj
kiilonbozé barlangrendszerekben €16 allomanyainak genetikai tdvolsaga, valamint az egyes
alloméanyok alacsony genetikai valtozatossdga (vagy annak teljes hianya) még tovabbi
vizsgalatokat tesz indokoltta. Itt is fontos Iépés lehet a genomszintii vagy teljes genomvizsgalat,
amelyek segithetnek ezen kiilonleges mintazatok megértésében.

Ausztralia és Dél-Amerika kétéltiiek tekintetében a legfajgazdagabb kontinensek kozé
tartoznak. Jollehet Ausztralia siiriin lakott teriileteir6l ismeretlen fajok felfedezése mar nem
nagyon varhato, genetikai/genomikai vizsgalatokkal Kriptikus valtozatossag még feltarhato,
ahogyan azt a két Litoria-faj esete is mutatja. Mivel a kétéltiifajok nagy részének allomanyai
csokkendben vagy eltlinében vannak, természetvédelmi szempontbo6l kiemelt jelentdsége van
az ilyen jellegli munkaknak.

Dél-Amerika szamos olyan régiot rejt, ahol még részben vagy teljesen feltaratlan a
biodiverzitas. Ilyenek példaul az Atlanti-es6erdd6 megmaradt foltjai vagy Ecuador troépusi
Andok régioja, ahol még sok szdmunkra ismeretlen, kis elterjedésii, ezaltal sériilékeny faj ¢l. A
Phyllodytes amadoi, vagy a négy Pristimantis-faj felfedezése hozzajarult a hatalmas
fajgazdagsag leirasahoz, ez pedig segitséget nytjthat a természetes éléhelyek védelméért
folytatott harcban.
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7.

Az értekezés témakorébol késziilt kozlemények
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