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1. Bevezetés

Munkdm célja a Magyarorszagon elofordulé hirom faban koltd szifaj, a
Trypodendron domesticum, T. signatum, és a T. lineatum rokonsagi kapcsolatainak genetikai
modszerekkel torténd felderitése volt.

A nemzetség az egész vildgon Osszesen 24 fajt tartalmaz, ebbdl minddssze négy faj
fordul eld Eurdpdban: Trypodendron domesticum (Linnaeus, 1758), Trypodendron signatum
(Fabricius, 1787), Trypodendron lineatum (Olivier, 1795), Trypodendron laeve (Eggers,
1939). A T. laeve tapndvénye foleg Picea excelsa, és mivel meglehetdsen ritka faj, ezért nem
szerepel a vizsgélatban [1].

A fiban koltd szifajok fontosak erdészeti szempontbol, mert tomegszaporodasra
hajlamosak. Elszaporoddsuknak nagyon kedvez a szdraz, aszdlyos id6jards, a 1égkori
szennyezés vagy a hirtelen bekovetkezd abiotikus kdrosoddsok (pl. szE€ltorés) é€s mechanikai
sériilések okozta gyengiiltségi dllapot. Ha nem torténnek idében megfeleld ellenintézkedések,
nagy karokat tudnak okozni. Emellett jelentds vektor szerepiik van az Ambrosia gombdk
terjesztésében [3].

A vizsgélatok sordn a hidrom Trypodendron faj Osszesen 27 egyedének genetikai
vizsgalatat végeztem el. A filogenetikai elemzésnél kiilcsoportként az Ips typographus harom
egyedének genetikai adatait haszndltam. Mivel bizonyos egyedek eltérd foldrajzi teriiletrdl
szarmaztak, igy lehetové valt a fajon beliili véltozatossdg vizsgélata a foldrajzi hely

fliggvényében is.



Il. Avizsgalt Trypodendron fajok jellemzése

A Trypodendron (Stephens, 1830) nemzetség az izeltlabuak torzsébe (Arthropoda), a
rovarok osztidlydba (Insecta), bogarak rendjébe (Coleoptera) és az Ujabb rendszertani
besorolds szerint az ormanyosok csalddjan (Curculionidae) beliil a szibogarak alcsalddjaba
(Scolytinae) tartozik. Kordbbi szinonim neviik Xyloterus (Erichson, 1836).

A vizsgélt Trypodendron fajok kozos jellemzdje, hogy a faban koltd sziuk kozé
tartoznak, vagyis meneteiket a fatestbe ragjak, ellentétben a kéregben kolté szikkal, mert
ezeknek a menetei a kéreg alatt futnak.

A faban koltd szukndl az anyamenet egyenesen behatol a faba, ahol késobb tobbé-
kevésbé elagazik, éltaldban az évgylirikkel parhuzamosan. A larvdk az anyamenetben
fejlodnek, és dltalaban nem, vagy csak kissé ragjdk a fat, helyette a jarat falan n6vé Ambrosia
gombit eszik. A gombdt az anya hurcolja be az anyamenet rigdsakor. A gomba behatol a
faanyagba, és onnan vonja ki a szdmdra sziikséges dsvanyi anyagokat. A larvdk a gomba
menetben fejlddo micéliumait eszik. A bdbozddds a menetben torténik, és a fiatal kifejlett
bogarakra is ratapad a gomba, amikor a menetben mozognak.

Az im4gova vedlés utdn a bogaraknak még sziikségiik van egy érési iddszakra, mielStt
szaporodasra lennének képesek, ezért érési ragast végeznek, mialatt ivarszerveik teljesen
kifejlddnek és energia tartalékot halmoznak fel [2,3].

A vizsgalt harom faj koziil kettd €l lombhullaté fakon, a harmadik tilevell fajokkal
taplalkozik. A hirom fajt morfolégiailag nehéz elkiiloniteni, hatdrozébélyegek a csdp alakja

és a szarnyfedd mint4zata.



A Trypodendron domesticum (1-2. kép) elterjedési teriilete Eurépa és Auzsia,
tdpnovényei lombhullaté fajok: Acer spp. Alnus incana, A. glutinosa, Betula spp., Caragana
spp., Carpinus betulus, Fagus spp., Fraxinus spp, Juglans regia, Morus alba, Prunus spp.,

Quercus spp., Robinia pseudoacacia, Sorbus spp [4,5].

1-2. kép: T. domesticum. Foto: Maja Jurc [6]
A Trypodendron signatum (3-4. kép) elterjedési teriilete EurGpa és Azsia, tapnovényei

szintén lombos fajok: Acer spp., Alnus hirsuta, A. siberica, Betula spp., Fagus spp., Fraxinus

spp., Populus spp., Quercus spp., Tilia spp., Ulmus japonica, U. propinqua [4,5].

3-4. kép: T. signatum. Foto: Maja Jurc [6]



A Trypodendron lineatum (5-6. kép) elterjedési teriilete Afrika, Azsia, Eurépa és
Eszak Amerika. Tdpnovényei tiilevelt fajok: Picea spp., Abies spp., Cedrus spp., Larix spp.,
Pseudotsuga spp. [4,5].

5-6. kép: T. lineatum. Foto: Maja Jurc [6]



lll. Anyagok és médszerek

A vizsgalt egyedek begytijtése 2003 és 2007 kozott tortént. A mintdk taroldsa tomény
etanolban tortént a DNS épségének megdrzése érdekében. Az egyes bogarak a kovetkezd

helyekrdl szarmaznak:

Faj: Hely: Jel: Darab:
T. domesticum: Batonyterenye Bt 8 egyed
Luxemburg LXF 1 egyed
Németorszag BWF, RPM 2 egyed
T. signatum: Sopron So 3 egyed
Bozsok Bo 2 egyed
Velem Ve 3 egyed
T. lineatum: Batonyterenye Bt 7 egyed
Génbank (Eurépa) AF 1 egyed
Ips typographus: Sopron So 3 egyed
Osszesen: 30 egyed

A mintdk foldrajzi szdrmazdsa az alabbi térképen lathaté:
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A térkép forrdsa: Wikipedia [7]



A vizsgélatokhoz a mitokondridlis DNS (mtDNS) egy szakaszat alkalmaztam, mivel a
mtDNS-nek tobb elénye is van a sejtmag DNS-sel (sDNS) szemben. A mérete kisebb a
sDNS-nél, minddssze 16-20 kb, és dltaldban jobban megodrzi a génsorrendet és Osszetételt (12-
13 fehérje kddold gén). Emellett viszonylag nagyobb az evolucids véltozasi sebessége és csak
anyai dgon ©roklédik. Ebbdl addddan jol haszndlhaté evolicids kapcsolatok felderitésére
kozeli rokon fajokndl is. Rovarokban a mtDNS evoldciés véltozasi sebessége fiigg a
szarmazastol, az adott géntdl és génen beliili helytdl is, de dtlagosan kétszer gyorsabb, mint a

sDNS viéltozasi sebessége [8].

1. A DNS kivonasa

A DNS kivonasdhoz Sigma-Aldrich GenElute (Mammalian Genomic DNA Miniprep
Kit) DNS kivoné készletet haszndltam. A kivonds menete roviden Osszefoglalva a kovetkezo:

Az alkoholban tarolt mintdkat desztilldlt vizben megmossuk, majd eppendorf
csovekben egyenként a megfelel6 homogenizacids puffer jelenlétében roncsoljuk a bogarakat.
Ezutan Proteindz-K (PK) enzimet adunk hozza, és 55 °C-on legaldbb két 6rdig inkubdljuk,
mikozben idOnként tobbszor is Osszerdzzuk a mintakat.

A fehérjék elroncsoldsa utdn a sejtekbOl kiszabadult DNS-t specidlis sziird és

szlirdoldatok segitségével tisztitjuk. A kapott 50 /1 oldat tartalmazza mind a sejtmag DNS-t,
mind a mitokondridlis DNS-t. A DNS kivonas sikerességének ellendrzésére 2 (¢1-nyi mintat

agardz gélen elektroforézis segitségével megfuttatunk (kb. 15 perc, 90 mA). A sikeres DNS

kivonast UV-fényben jol lathaté erdteljes sav jelzi.

2. A DNS megsokszorozasa (PCR)

A génsorrend meghatdrozdsidhoz nagy mennyiségli azonos DNS szakasz sziikséges.
Ezek eldéllitdsa a polimerdz-lancreakcié (PCR, Polymerase Chain Reaction) segitségével
torténik.

A DNS szintézisét DNS polimeraz enzimek végzik. A polimerdz miikkodéséhez egy, a
szintetizdlando 1j szdl szekvencidjat meghatarozd, templat DNS szalra, a szintézis kezdetét
meghataroz6 primer oligonukleotidra, valamint a prekurzor dezoxiribonukleotid-trifoszfat
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP, roviden dNTP) molekuldkra van sziikség. A primerek azok az

oligonukleotidok, melyek segitségével a szintézis helyét és iranyat meghatarozhatjuk.



A polimerdz lancreakcional két oligonukleotid primer éltal behatarolt DNS szakaszt
sokszorozunk meg egy hdstabil DNS polimerdz, és szamos egymast kovetd szintézis ciklus
segitségével. Egy ciklus harom 1€pését a szdlak szétvalasztisa (denaturdlds), a primerek
kotddése (annealing) és az Uj szalak bioszintézise adja (extension) adja [9].

A folyamat lejatszoddsdnak szempontjabdl kritikus a ciklus egyes szakaszainak
homérséklete és idotartama. A PCR-t Eppendorf Master Cycler Personal tipust automata PCR
késziilékkel végeztem. Az dltalam alkalmazott program (MIK 1) a kdvetkezd volt:

1. T=95°C 5:00 min
T=95°C 0:30 min
T=55°C 1:00 min
T=72°C 1:00 min
GOTO 2 REPEAT 33
T=72°C 5:00 min
HOLD T=22°C

Nk wd

A PCR sordn a DNS mintdhoz adott DNS polimerdz (Taq) enzim a pimerek (Pat,
Dick) altal meghatdrozott DNS szakaszt mdsolja le. Az alkalmazott Pat és Dick primer a
mtDNS-en taldlhat6 COI (citokrom-oxiddz I) gén mintegy 570 bp nagysdgi darabjat
hatdrozza meg.

A folyamat végén a kivalasztott DNS szakasz nagy mennyiségben van jelen a
mintdban, amely megfeleld tisztitds utdn mdar alkalmas a szekvenalas elvégzésére. A PCR

sikerességét szintén ellendriztem agar6z gélen elektroforézissel.



3. Szekvenalas és elemzés

A mintdk bazissorrendjének meghatdrozasat a bécsi Universitit fiir Bodenkultur
(University of Natural Resources and Applied Life Sciences, Vienna, Department of Forest-
and Soil Sciences) egyetemen végezték el.

A mintak kapott bézissorrendjét ClustalX [10] programmal egyenlitettem ki. A
filogenetikai elemzések MEGA 2.1 [11] program segitségével késziiltek.

A filogenetikai analizis célja az evolucids viszonyok, az evolicios torténet feltdrasa.
Eredménye egy filogenetikai fa (torzsfa). A faépitdé modszerek lehetnek tavolsag alapu és
karakter alapti modszerek.

A tdvolsdg alapi mdédszer paronként tavolsagokat szdmit a szekvencidk kozott, majd
ezekkel a tavolsdgokkal dolgozik tovabb, fdkat levezetve beldliik. A szekvencidk kozotti
tavolsag egy hatarértéket ér el, ahogy a tavolsag nd. Ha egy poziciéban mar tortént muticio, a
tovabbi mutaciok mar nem teszik tavolabbivd. A tdvolsdg alapi mddszerek korrigdlnak erre
az effektusra [12].

UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic average): Ugy
hatdrozza meg az egyes csoportok kozotti tdvolsagot, hogy szamitja a két csoport tagjainak
Osszes bdazispar kozotti tavolsagok atlagat. Az eredmény olyan fan abrdzolhatd, ahol az
eldgazdsok két csoport vagy szekvencia kozott féliton vannak. A tdvolsdg két szekvencia
kozott egyenld az dgak hosszanak Osszegével [8].

Neighbor Joining (NJ): Egy csillag alaku fabdl kiindulva a legkozelebbi szomszédokat
Osszekapcsolja, helyettesiti Oket az dtlagukkal, majd ezt ismételgeti a teljes fa kialakulasdig.

Minimum Evolution (ME): A legrovidebb olyan fat taldlja meg, amely
Osszeegyeztethetd a szekvencidk kozotti tdvolsdgokkal. (A fadgak hossza evolicids
tdvolsdgnak felel meg, igy két szekvencia tdvolsdga a fa szerint szdmithaté a megfeleld dgak
hosszanak 0sszeadasaval.)

A Kkarakter alapi modszer (karakter = pozicié az Osszerendezésben) olyan fékat
szarmaztat le, amelyek mindegyik pozicidra optimalizéljdk az adatmintazatok eloszlasat.

Maximum Parsimony (MP): "legnagyobb takarékossdg" mddszere: Olyan fat épit, ami
a lehetd legkevesebb muticiés eseménnyel magyardzza meg a meglévd szekvencidk
létrejottét. Szadmos azonos pontszamu fat szolgéltat, ezek kozods részét vehetjik mint
megbizhat6t. Nagy tavolsagu szekvencidk esetében hdtranya, hogy azonos bazis esetén azt

tételezi fel, hogy nem tortént mutacid, holott valésziniibb a visszacserélddés.



A kapott torzsfa megbizhatésdginak tesztelése un. '"resampling" statisztikai
modszerrel (boot-strapping) tortént. Ennek lényege, hogy a meglévé adatokbdl
véletlenszerlien mintdkat vesziink, ezekre végezziik el a szdmitdst, majd statisztikat készitiink
[12].

A DNS-en létrejonnek olyan muticiok is, amelyek nem jelennek meg a fehérjékben a
koédtabla degenerdltsdga miatt, vagyis nem minden bazis megvaltozdsa jar egyiitt a kodolt
fehérje megvaltozasdaval. Ezek a ,.csendes” mutdciok nem biztos, hogy hiven tiikrozik az
evolucid sebességét, mert nincsenek szelekcids nyomds alatt, mint a fehérjék. [13].

Az elobbiek figyelembevételével a kiilonbozd elemzéseket elvégeztem mind a
bazissorrend, mind a kédolt fehérje szekvencia alapjan. Az alkalmazott aminosav kédtablat az

1.M. melléklet tartalmazza.

IV. Filogenetikai analizis

Az elemzett szekvencidk hossza 570 bp, amely 190 fehérje kdédolé tripletnek felel

meg. A szekvencidk véltozatossagat az alabbi tdblazat foglalja 6ssze:

Nukleotid Fehérje
bp %0 Triplet Yo

Total 570 100,0 190 100,0
Conserved 444 77,9 146 76,8
Variable 126 22,1 39 20,5
Parsim-informative 115 20,2 35 18,4
Singleton 11 1,9 4 2,1
0-fold degenerate 372 65,3

2-fold degenerate 96 16,8

4-fold degenerate 70 12,3

1. tdblazat: az elemzett mintdk véltozatossaga

A statisztikai elemzéseknél alkalmazott beallitdsok a kdvetkezdk voltak:
Gaps/Missing data : Complete Deletion
Codon Positions : 1st+2nd+3nd+Noncoding
Standard Error estimated by boot-strap method (Replications = 5000)
No. of Sites : 496 (nucleotide)
No. of Sites : 158 (amino)
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1. Fajon beliili valtozatossag

A nukleotid és fehérjesorrendbdl szamitott statisztikdkat a 2. tdblazat foglalja 6ssze:

Nukleotid
® 8 g &l SN
o= SR ® 9
£5 5 Lt EEE
EE e E£ EES
Z T =Y M 2 M a2
| E | : | E | E
< T = [~ T [~ T = = T =
< S 0 < S 0 < s 0 < S 0
A7) s B Rz s E R s B 2 s E
a v M a v M a v M a v M
T. domesticum 1,345| 0,550| 0,003 0,001| 0,003| 0,001| 0,003| 0,001
T. signatum 0,964 | 0,657| 0,002| 0,001| 0,002| 0,001 0,002| 0,001
T. lineatum 9,143 | 1,824| 0,018| 0,004 | 0,019| 0,004 | 0,020| 0,004
Fehérje
= g =
5 = ) g £ 3
28 3 23 2
5g 2 < E 3=
Z < S
|z : | : | | E
< T = [~ T [~ T = = T =
< S 0 < S 0 < s 0 < S 0
R S B Rz s E R s B R s E
a v M ) v M a v M a v M
T. domesticum 0,182| 0,177 0,001| 0,001| 0,001| 0,001 | 0,001| 0,001
T. signatum 0,000 | 0,000| 0,000| 0,000| 0,000 0,000 0,000| 0,000
T. lineatum 2,000 0,668 0,013| 0,004| 0,013| 0,004 | 0,013| 0,005

2. tablazat: A mintdk fajon beliili valtozatossaga
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A fajon beliili véltozatossag a T. signatum esetében nagyon alacsony, ennek oka, hogy

a mintdk két foldrajzilag kozel fekvd teriiletrdl szarmaztak (Bozsok: Bo és Velem: Ve). A

fajon beliili kapcsolatokat az 1. dbra mutatja.

T. signatum (Bo 1)

T. signatum (Ve 1)

66

T. signatum (Ve 3)
T. signatum (Bo 2)
T. signatum (Ve 2)
T. signatum (So 1)
5 T. signatum (So 2)
T. signatum (So 3)

0.004

1. abra: T. signatum. Neigbor-joining method, Kimura 2-parameter, 5000 boot-strap

repetition

A T. domesticum esetében a fajon beliilli véltozatossdg mar nagyobb, mert itt

szerepelnek kiilfoldi mintdk is (Németorszag: BWF-1, RPM-2, Luxemburg: LXF-1). De itt is

megfigyelhetd az azonos helyrdl szirmazé mintdk nagyobb hasonlésdga (2. dbra).

65

56

. domesticum
. domseticum

. domseticum

. domesticum
t T. domesticum

. domseticum

T (
T (
T (
T. domseticum (Bt
T (
T (
T (

Bt 8
Bt 5
Bt 7

4
Bt 3

Bt 1

)
)
)
)
)
)
Bt 6)

T. domseticum (Bt 2)
T. domseticum (LXF-1)

] T. domseticum (RPM-2)

0.004

L— T. domseticum (BWF-1)

2. 4bra: T. domesticum. Neigbor-joining method, Kimura 2-parameter, 5000 boot-strap

repetition
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A legnagyobb fajon beliili valtozatossdgot a 7. lineatum mutatja. Itt kiugré a
génbankbdl szdrmazé minta (AF187132) kiilonbozdsége, de az azonos helyrdl szarmazo

mintdkon belill is nagyobb a valtozatossag, mint a masik két faj esetében (3. dbra).

T. lineatum (AF187132)

58 T. lineatum (Bt 6)

— T. lineatum (Bt 7)

98 — T. lineatum (Bt 2)

T. lineatum (Bt 3)

T. lineatum (Bt 4)

— T. lineatum (Bt 5)

72— T lineatum (Bt 8)
0.004
3. ébra: T. lineatum. Neigbor-joining method, Kimura 2-parameter, 5000 boot-strap
repetition

Az azonos genotipusii egyedek osszevonhaték egy haplotipusba. Igy a T. signatum
fajon beliil 3 haplotipust (So 1, Bol, Bo2), a T. domesticum fajon beliil 5 haplotipust (Bt 1, Bt
2, LXF, RPM, BWF) és a T. lineatum fajon beliil 7 haplotipust (Bt 2, Bt3, Bt 5, Bt 6, Bt 7, Bt

8, AF) lehet elkiiloniteni a vizsgalt mintakbol.

2. Rokonsagi kapcsolatok

A kulonb6z6 modszerekkel készitett torzsfak mind hasonld szerkezetet mutatnak,
kozottik szignifikans kiilonbség nincs. A kiilonboz6 modszerekkel szerkesztett torzsfak a
3.M. mellékletben talalhatok.

Megéllapithat6, hogy a hdrom faj koziil a 7. domesticum és a T. signatum 4ll kozelebbi
rokonsagi kapcsolatban, mig a 7. lineatum mindkett6tdl nagyobb tdvolsdgra helyezkedik el a
filogenetikai fan. Evolicids szempontbdl nézve ez azt jelenti, hogy a torzsfejlodés soran
elészor a T. lineatum valt el a T. domesticum és a T. signatum kozos 0sétol, és az utdbbi két
faj kiilonvéldsa csak késobb tortént meg.

A Neigbor-joining médszerrel szerkesztett torzsfak az aldbbiakban taldlhatok: 4. dbra:
DNS szekvencia alapjdn, 5. abra: Fehérje szekvencia alapjdn. A fehérje szekvencia alapjan

készitett fak értelemszeriien kisebb kiilonbségeket mutatnak.

13



T. domesticum (Bt 8)
T. domseticum (Bt 5)
T. domseticum (Bt 7)
T. domseticum (Bt 4)
T. domesticum (Bt 3)
T. domesticum (Bt 1)
T. domseticum (Bt 6)
— T. domseticum (Bt 2)
T. domseticum (LXF-1)
L T. domseticum (RPM-2)
T. domseticum (BWF-1)

65

56

80

T. signatum (Bo 1)
T. signatum (Ve 1)
99| T. signatum (Ve 3)
T. signatum (Bo 2)
5 T. signatum (Ve 2)
T. signatum (So 1)
T. signatum (So 2)
T. signatum (So 3)
T. lineatum (AF187132)
T. lineatum (Bt 6)

58

99 T. lineatum (Bt 7)

T. lineatum (Bt 2)

T. lineatum (Bt 3)

T. lineatum (Bt 4)

T. lineatum (Bt 5)

72 T. lineatum (Bt 8)

l. typographus (So 2)

%9 |_| l. typographus (So 4)
76 ' I. typographus (So 3)

4. dbra: DNS szekvencia alapjan: Neigbor-joining method, Kimura 2-parameter, 5000

boot-strap repetition
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T. domesticum (Bt 3)
T. domseticum (LXF-1)
T. domseticum (Bt 6)
T. domseticum (Bt 5)
66 | T. domesticum (Bt 8)
T. domseticum (RPM-2)
T. domesticum (Bt 1)
T. domseticum (Bt 2)
T. domseticum (Bt 7)
T. domseticum (Bt 4)
— T. domseticum (BWF-1)
T. signatum (Ve 2)
. signatum (Ve 3)
. signatum (So 2)
. signatum (So 3)
. signatum (Bo 2)
(Ve 1)
(So 1)
(Bo 1)

99

81

99

. signatum (Ve 1
. signatum (So 1
T. signatum (Bo 1
T. lineatum (AF187132)
— T. lineatum (Bt 8)
T. lineatum (Bt 5)

Bt 6

A A 44 -

97 .
T. lineatum

)
T. lineatum (Bt 3)
T. lineatum (Bt 4)
)
)

99

P

T. lineatum (Bt 7

T. lineatum (Bt 2

I l. typographus (So 2)

99 \_{ l. typographus (So 4)
75 ''l. typographus (So 3)

0,02

5. édbra: Fehérje szekvencia alapjan: p-distance method, Kimura 2-parameter, 5000

boot-strap repetition
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3. Fajok kézétti valtozatossag

A fajok kozotti véaltozatossag vizsgalatat szintén elvégeztem kiilonb6z6 modszerekkel,
az eredmények a 2.M. mellékletben taldlhatok. Latszik, hogy a T. domesticum és a T.
signatum hasonlit egymadsra leginkdbb, mig a 7. linedtum ezektdl jobban kiilonbozik. A
legnagyobb tavolsag a T. lineatum és a T. domesticum kozott van (3. tablazat). Az egyes

haplotipusok bevondsaval szamitott torzsfa a 6. 4bran lathato.

T. domesticum |T. signatum |T. lineatum
T. domesticum [0,016] [0,021]
T. signatum 0,112 [0,020]
T. lineatum 0,173 0,159

3. tdblazat: A fajok kozotti véltozatossag. (Nei-féle genetikai tdvolsdg, zardjelben a
standard error értékei) Tamura-Nei method, 5000 boot-strap repetition, csak a haplotipusok
alapjan szamitva

21| T. domesticum (Bt 1)
69 T. domseticum (Bt 2)

86l T. domseticum (LXF-1)
100

T. domseticum (RPM-2)
[T. domseticum (BWF-1)

T. signatum (Bo 1)

100 Lr T. signatum (So 1)
811T. signatum (Bo 2)

T. lineatum (AF187132)

T. lineatum (Bt 6)

100 T. lineatum (Bt 7)

T. lineatum (Bt 3)
T. lineatum (Bt 2)
T. lineatum (Bt 5)

T. lineatum (Bt 8)

o
0.02

6. dbra: A haplotipusok alapjan szamitott torzsfa. Neighbor-joinig, Tamura-Nei method, 5000

boot-strap repetition
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V. Osszefoglalas

A vizsgélatok sordn a hidrom Trypodendron faj Osszesen 27 egyedének genetikai
vizsgalatit végeztem el. A filogenetikai elemzésnél kiilcsoportként az Ips typographus harom
egyedének genetikai adatait haszndltam. A vizsgélathoz a mintdkbdl kivont mitokondridlis
DNS (mtDNS) COI génhelyérdl szarmazé 500 bp (bazispar) nagysdgd DNS szakasz
génszekvencidjat elemeztem.

Az elemzett mintdkbol egyértelmiien megéllapithatd, hogy a hdrom faj koziil a T.
domesticum és a T. signatum hasonlit egymdsra leginkdbb, a Nei-féle genetikai tdvolsdguk
0,112. A T. lineatum ezektdl nagyobb mértékben kiillonbozik. Az utébbi fajnak a 7. signatum-
tol vald genetikai tavolsdga 0,159 és T. domesticum-t6l valo genetikai tavolsdga 0,173. A

fajok rokonsagi kapcsolatét a 7. abra mutatja.

T. domesticum.

T. signatum.

T. lineatum.

l. typographus.

—o
0.02

7. dbra: A vizsgalt fajok rokonsagi kapcsolatai. Neighbor-joinig, Tamura-Nei method

Ez az eredmény egybevdg a kiilonbozd fajok életmddbeli kiilonbségeivel is, mert a 7.
domesticum és a T. signatum lombos fajokon tapldlkozik, ezzel szemben a T. lineatum
tolevell fajokon fordul elo.

A torzsfejlodés sordn tehat feltételezhetden elOszor a T. lineatum (illetve annak Ose)
valt el a T. domesticum - T. signatum fajcsoport 0sétdl, mert kiillonbozd tidpndvényekhez
alkalmazkodtak. A T. domesticum és a T. signatum kiilonvéldsa csak késobb kezdddott, és
habér apré morfoldgiai kiilonbségek vannak kozottiik, mind az elterjedési teriiletiik, mind az
életmddjuk nagy hasonldsdgot mutat.

Annak érdekében, hogy az egyes fajokon beliili foldrajzi valtozatossagot
részletesebben lehessen elemezni, nagyobb szdmu és tobb kiilonb6z6 helyrdl szarmazé minta

feldolgozasa lenne sziikséges.
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VI. Kodszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom konzulensemnek Dr. Lakatos Ferenc egyetemi tandrnak a
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Sopron, 2007. november 1.

Eredics Attila
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VIil. Melléklet

1. M. Aminosav kodtabla

fmmmmmm - T 4o - fommm - +
| UULU Phe | UCU Ser | UAU Tyr | UGU Cys |
| UUC Phe | UCC Ser | UAC Tyr | UGC Cys |
| UUA Leu | UCA Ser | UAA *%* | UGA Trp |
| UUG Leu | UCG Ser | UAG | UGG Trp |
fommmm oo e T fomm - fommmmm oo +
| ClU Leu | CCU Pro | CAU His | CGU Arg |
| CUC Leu | CCC Pro | CAC His | CGC Arg |
| CUA Leu | CCA Pro | CAA GIn | CGA Arg |
| CUG Leu | CCG Pro | CAG GIln | CGG Arg |
fommmmm - T 4o - fommmmm - +
| AUU Ile | ACU Thr | AAU Asnh | AGU Ser |
| AUC 1Ile | ACC Thr | AAC Asn | AGC Ser |
| AUA Met | ACA Thr | AAA Lys | AGA Ser |
| AUG Met | ACG Thr | AAG Lys | AGG Ser |
fommmm oo e T fomm - fommmmm oo +
| GUU val | GCu Ala | GAU Asp | GGU Gly |
| GuC val | GcC Ala | GAC Asp | GGC Gly |
| GUA. val | GCA Ala | GAA Glu | GGA Gly |
| GUG Vval | GEG Ala | GAG Glu | GGG Gly |
fommmmm - T 4o - fommmmm - +

Code Table: Invertebrate Mitochondrial [11]

A fehérje szekvencia meghatdrozasara alkalmazott kodtibla (gerinctelen mtDNS). A

standard kodtablatdl valé eltéréseket alahizas jeloli.
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2. M. Fajok kézétti valtozatossag

(mean distance between groups)
d : Estimate
[S.E] : Standard error

[1] #T._domesticum
[2] #T._signatum
[3] #T7._Tlineatum

a. Nucleotide: Number of differences

[Between group average] Standard Error estimated by boot-strap method (Replications
= 5000 and random number seed = 83161)

[ 1 2 3]
[1] [ 6,354 ][ 7,439 ]
[2] 49,670 [ 7,298 ]
[3] 73,068 67,875

b. Nucleotide: p-distance

[Between group average] Standard Error estimated by boot-strap method (Replications
= 5000 and random number seed = 53380)

[ 2 3]
[1] [0,013 1[0,015 ]
[2] 0,100 [0,015 ]
(31 0,147 0,137

c. Nucleotide: Kimura 2-parameter

[Between group average] Standard Error estimated by boot-strap method (Replications
= 5000 and random number seed = 33062)

[ 3]
[1] [0,015 ][0,019 ]
[2] 0,110 [0,018
[31 0,167 0,153

d. Nucleotide: Kimura 2-parameter (Gamma)

[Between group average] Standard Error estimated by boot-strap method (Replications
= 5000 and random number seed = 8970)

[ 1 2 3]
[1] [0,019 ]1[0,025 ]
[2] 0,122 [0,024 ]

[3] 0,191 0,173

e. Amino: Number of differences

[Between group average] Standard Error estimated by boot-strap method (Replications
= 5000 and random number seed = 48802)

[ 1
[1]
[2] 14,091
[3] 19,966 21,000

w

2 ]
[ 3,465 ][ 3,932 ]
4,021 ]
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f. Amino: p-distance
[Between group average] Standard Error estimated by boot-strap method (Replications
= 5000 and random number seed = 67411)

[ 1 2 3]
[1] [0,022 ]1[0,025 ]
[2] 0,089 [0,026 ]

[3] 0,126 0,133

dg- Amino: Poisson correction
[Between group average] Standard Error estimated by boot-strap method (Replications
= 5000 and random number seed = 98020)

[ 1 2 3]
[1] [0,024 1[0,029 ]
[2] 0,093 [0,030 ]

[3] 0,135 0,143

h. Amino: Gamma Model
[Between group average] Standard Error estimated by boot-strap method (Replications
= 5000 and random number seed = 51256)

[ 1 2 3]
[1] [0,027 1[0,033 ]
[2] 0,098 [0,035 ]
[3] 0,145 0,153
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3. M. Torzsfak
a. UPGMA

. domesticum (Bt 3)
. domesticum (Bt 1)
. domesticum (Bt 8)
. domseticum (Bt 4)
. domseticum (Bt 6)
. domseticum (Bt 7)
. domseticum (Bt 5)

. domseticum (LXF-1)
(
(

. domseticum (RPM-2)

T
T

T

T

T

T

T

T

T

T. domseticum (Bt 2)
T. domseticum (BWF-1)
T. signatum (Bo 1
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T

rr

99

. signatum (Ve 1

3
— 1

. signatum (Ve 2

. signatum (So 1
. signatum (So 2
. signatum (So 3)

)
(Ve 1)
(Ve 2)
. signatum (Bo 2)
. signatum (Ve 3)
(So1)
(S0 2)
(

. lineatum (AF187132)

. lineatum (Bt 6)

(o

(

99 . lineatum (Bt 7)

. lineatum (Bt 8)

. lineatum (Bt 5)
(Bt 2)
(Bt 3)

T. lineatum (Bt 2
50| T- lineatum (Bt 3
82! T. lineatum (Bt 4)

I. typographus (So 2)
99[' I. typographus (So 4)
76! I. typographus (So 3)

UPGMA, DNS, Kimura 2-parameter, boot-strap 5000

domesticum (Bt 3)
domseticum (Bt 7)
domseticum (Bt 4)
domseticum (Bt 5)
)
)
)

domesticum (Bt 1
domseticum (Bt 6,
domesticum (Bt 8
domseticum (Bt 2)
domseticum (LXF-1)
domseticum (RPM-2)
domseticum (BWF-1)
signatum (Bo 1
signatum (Ve 1
signatum (Ve 3
signatum (Bo 2
signatum (Ve 2
signatum (So 1
signatum (So 2
signatum (So 3
lineatum (AF187132)
lineatum (Bt 6)
lineatum (Bt 7)
lineatum (Bt 8)
lineatum (Bt 5)
(Bt2)
(Bt 3)
)

99

99

HT

99

)
)
)
)
)
)
)
)

|

99

99
lineatum (Bt 2
lineatum (Bt 3
. lineatum (Bt 4,
|. typographus (So 2)

—
99 |—': |. typographus (So 4)

76 I. typographus (So 3)
UPGMA, DNS, Kimura 2-parameter, boot-strap 5000, boot-strap konszenzus fa

A A 44 A4 A A A A A A A A A A A A A A A A4 A4 A4AA

|

S
®
5]
-




T. domseticum (Bt 5)
T. domseticum (LXF-1)
T. domesticum (Bt 8)
domesticum (Bt 3)
domseticum (RPM-2)
domseticum (Bt 6)
domseticum (Bt 7)
domseticum (Bt 4)
domesticum (Bt 1)
domseticum (Bt 2)
domseticum (BWF-1)
signatum (Bo 1)
signatum (So 2)
signatum (Ve 3)
signatum (Bo 2)
signatum (So 1)
(Ve 2)
(S0 3)
(

64

88

99

signatum (Ve 2
signatum (So 3
signatum (Ve 1)

lineatum (AF187132)
lineatum (Bt 8)

(

(
99 lineatum (Bt 4)
lineatum (Bt 6)
lineatum (Bt 2)
(Bt 3)
(Bt 5)
)

lineatum (Bt 3

lineatum (Bt 5

T. lineatum (Bt 7,

|. typographus (So 2)

% |_| |. typographus (So 4)
75 'l typographus (So 3)

66

A 4444444444444 444444444

0,02

UPGMA, aminosav, p-dist, boot-strap 5000

. domesticum (Bt 3)

. domseticum (Bt 5]

. domseticum (Bt 6)

. domseticum (RPM-2)

. domesticum (Bt 1)

. domesticum (Bt 8)

99 . domseticum (LXF-1)

. domseticum (Bt 4)

. domseticum (Bt 2)

(
(Bt
(
(
(
. domseticum (Bt 7)
(
(
(
(
(

. domseticum (BWF-1)
88

signatum (So 3)

. signatum (Bo 1)

. signatum (S

e2
2
99 3

. signatum (Ve 1

. signatum (So 1

(
(Ve 2)
(S0 2)
. signatum (Ve 3)
(Ve 1)
(So 1)
(Bo2)

. signatum (Bo

. lineatum (AF187132)
. lineatum (Bt 8)
(

99 . lineatum (Bt 5,

98 . lineatum (Bt 2

66

)
)
lineatum (Bt 3)
lineatum (Bt 6)

)

T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T. signatum
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T. lineatum (Bt 4,
T

. lineatum (Bt 7)

| I. typographus (So 2)
% |: I. typographus (So 4)
75 I typographus (So 3)

UPGMA, aminosav, p-dist, boot-strap 5000, boot-strap konszenzus fa




b. Neighbor-Joining

Bt 8)
Bt 5)
Bt 7)
Bt 4)
)
)
)

T. domesticum
T. domseticum
T. domseticum
T. domseticum
T. domesticum (Bt 3
T. domesticum (Bt 1
T. domseticum (Bt 6,
56 T. domseticum (Bt 2)

9 T. domseticum (LXF-1)
L T. domseticum (RPM-2)
80 T. domseticum (BWF-1)

T. signatum (Bo 1)
T. signatum (Ve 1)
T. signatum (Ve 3)
T. signatum (Bo 2)
T. signatum (Ve 2)
T. signatum (So 1)
T. signatum (So 2)
T. signatum (So 3)
T. lineatum (AF187132)
T. lineatum (Bt 6)
T. lineatum (Bt 7)
T. lineatum (Bt 2)
T. lineatum (Bt 3)
T. lineatum (Bt 4)
T. lineatum (Bt 5)
72 T. lineatum (Bt 8)
1. typographus (So 2)
99| - typographus (So 4)
76! 1. typographus (So 3)

65

58

99

NJ, NDS, Kimura 2-parameter, boot-strap 5000

Bt 3)
Bt 5)
Bt 8)
Bt 7)
)
)
)

T. domesticum
T. domseticum
T. domesticum
65— T. domseticum
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T. domseticum
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T. domseticum
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56 T. lineatum (Bt 3)
(Bt 4)
(Bt 5)

{ T. lineatum (Bt 4

66

99

98

T. lineatum (Bt 5
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T. domesticum (Bt 3)
T. domseticum (LXF-1)
T. domseticum (Bt 6)
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¢. Minimum Evolution
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