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Inside and around the Carpathians - Genetic variability in Greater Mouse-Eared bat Myotis

myotis colonies

In order to demonstrate the existence of a significant level of genetic variation and differentiation
between Greater Mouse-Eared bat Myotis myotis colonies across the Carpathian region and to
overcome the lack of information about this region in other, Western European studies, we sampled
and genotyped 100 individual bats from five representative locations across the Carpathian region
for five nuclear microsatellite loci. All colonies show elevated levels of allelic and genetic diversity,
with only minor differences between the diversities of colonies located in caves or buildings. Our
results indicate a great differentiation (high and significant FST) between colonies, which can point
to their different origin from Europe. But using only non-coding microsatellites to conclude facts is
misleading, because they are not prone to selective pressure, and therefore in the near future we
will analyze these colonies on the mtDNA level, by direct sequencing of the mtDNA control region
or partially the cyt b gene, and extend the survey to further colonies across the Carpathian region.

Bevezetés

Napjaink biologiai kutatdsaiban elhanyagol-
hatatlan  tényezévé ndbtte ki magat a
molekuléris bioldgia, mely moédszereivel és
alkalmazasi teriiletének sokféleségével uj,
eddig még feltaratlan értelmezési
tartomanyokat ¢és nézOpontokat szolgaltathat
adataink szamara. A természetvédelem és
direkt alkalmazasainak jelentés fejlodése
maga utan vonta a természetes populaciok,
illetve fajok egyre tobb irdnybol vald
megismerésének  sziikségét, ezek kozott
fontos szerepet tulajdonitva a populacio-,
illetve filogenetikai megkozelitésnek. A
molekularis  biologia  modszerei  tobb
szervezddési szintre is kiterjedhetnek (egyedi,
populacids, faji, fajok kozti, stb.), ezaltal egy
atfogdbb  értelmezést nyujtva  azoknak.
Mindezen alkalmazasok el6feltétele a
genetikai modszerek és genetikai markerek
ugrasszerii  fejlédése  volt. Napjainkban
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azonban a hangsuly egyre inkdbb az
adatelemzési modszerek fejlodésének
iranyaba tolddik el, az elemzendd adatok
szintén nagy valtozatossaga ¢és az adatok
egységesitése miatt.

A denevérek (Chiroptera) rendje tobb
mint ezer fajjal az egyik legvaltozatosabb
rend az emldsok kozott. Szamos denevérfaj
veszélyeztetettsége ¢és ez altal kozvetlen
védelmének sziiksége a kutatasi eredmények
tilkrében egyre nyilvanvalobba valik, mely
védelmet Eurdpaban (és  vilagszinten)
torvények sora ¢€s killonbdzé egyezmények
biztositjak (Stebbings, 1988). A kozonséges
denevér Myotis myotis egy Europaban és a
Kozel-Keleten —altalanosan  elterjedt faj
(Mitchell-Jones et al., 1999). Szamos nagy
egyedszamu kolonidval rendelkezik, ezért az
IUCN nem sorolja a veszélyeztetett
denevérfajok kozé. Kivételt képeznek a
nyugat eurdpai kolonidk, melyek allomanya
csokkendben van (Hutson et al., 2001). A faj
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alkalmi vandorl6 és megtalalhat6 ugy barlangi
(foképp Dél- és Kozép-Europaban), mint
mesterséges (féleg Eszak-Eurdpaban)
¢lohelyeken  (épiiletek, stb.). Keleti
elterjedésének hatara Eurdpaban a Keleti-
Karpatok vonalan talalhato, ett6l keletebbre
mar csak a M. m. omari alfaj jelenléte
figyelheté —meg (Arlettaz, 1995). A
kozonséges denevér szamos genetikai szintli
kutatas alanyat képezte és képezi (Castella &
Ruedi 2000, Castella et al., 2000, Ruedi &
Castella 2003), mely kutatasok elsédleges
célja a faj eurdpai populacidinak genetikai
jellemzése, valamint az utols6 eljegesedés
(kb. 18.000 ¢év) wutani rekolonizacids
folyamatok és iranyvonalak meghatarozasa.
Ezen kutatasok 24, féleg nyugat-eurdpai
koloéniat tanulmanyoztak (Ibériai-félsziget - 6,
Alpok - 14, Kelet-Europa - 1, Dél-Eurdpa -
3), a mitokondridlis DNS ¢és kiilonbozo
mikroszatelitak valtozatossaganak mérésével.
Az eredmények a faj nagymértékii genetikai
valtozatossagat mutatjak, mig a
rekolonizacios folyamat vizsgalata az Ibériai
félszigetet jeloli meg az Eurdpat benépesitd
populacidok forrasteriileteként. A balkan-
félszigeti, illetve olaszorszagi koloniak sajatos
genetikai mintdzatot mutatnak, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy ezek a kolonidk nem
vettek részt Eurdépa rekolonizacios
folyamataiban. Ezek a tanulmanyok, illetve
kovetkeztetéseik, foképp a rekolonizacids
forrasteriilet holléte szempontjabol figyelmen
kiviil hagyjak a kelet- és dél-eurdpai
kozonséges denevér kolonidk  kisszamu
jelenlétét a végso kiértékelésben (4 a 24-bol),
annak ellenére, hogy ezek -elemzése
alatamasztja a fent emlitett tanulmanyok
végso kovetkeztetéseit.

Célok és maédszerek

A létez6 tanulmanyok (Castella & Ruedi
2000, Castella et al., 2000, Ruedi & Castella
2003) hianyosan elemzett teriiletén (Kelet
Eurdpa) szdmos, nagy  egyedszamu
kozonséges denevér kolonia talalhatd, melyek
eredete  kiilonbozhet a nyugat eurdpai
koloniakétol. Az itt talalhatd kolonidk becsiilt
populacidonagysaga joval meghaladja az
50.000 egyedet, ezen érték pedig jelentds
genetikai valtozatossagot képviselhet a faj
eurdpai koloniai kozott. Tovabbi érvek e
teriilet tanulmanyozdsa mellett a Karpat
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medence  fOldrajzi  helyzetébdl  adodik
(jelentds kiterjedésti hegyvonulatok veszik
koriil), mely egy relativ magas foku genetikai
izolaltsagot eredményezhet, valamint a
Karpatok hegyvonulatdnak északi és keleti
vonalai (a Tatra északi és a Keleti Karpatok
keleti vonala) és a Karpat medence kiilonb6z6
evoltciés  csoportok  talalkozasi  pontjai
lehetnek. Jelen tanulmény e hidnyosan
kiértékelt teriileteket célozza meg, a faj Ot
altal, egyrészt az intrakolonialis genetikai
variabilitas mérése, masrészt a kiilonbozo
koloniak  kozotti  evolucidos  kapcesolatok
felderitése révén.
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1. abra. Jelen kutatas alapjat képezd kozon-
séges denevér Myotis myotis kolonidk fold-
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(eredeti forras: http://vmek.oszk.hu,
szerz6: Zentai Laszlo)

Molekularis  markerként a  nuklearis
mikroszatelitdkat alkalmaztuk, melyek
ismétlédd  alegységekbol allo, informaciot
nem hordoz6 DNS szakaszok. Hosszuk
atlagosan par szaz bazispar, Oroklédésiik
biparentalis. Nagyfoku valtozatossaguk egy
adott populacion, fajon beliill a repetitiv
alegység ismétlodésének fokabol adodik
(Jarne & Lagoda, 1996). Ennek ellenére a
kiilonb6z6 mikroszatelitak egyediek, mely
tény lehet6vé tette az in. DNS-ujjlenyomat
modszer kidolgozasat és elterjedését az
individualis azonositasban és a
populaciégenetikaban is. Jelen tanulméanyban
a mikroszatelitak hosszanak meghatarozasa
standard DNS genotipizalassal tortént, 5
nukledris mikroszatelita esetében.
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Adatgyiijtés és adatelemzés

Jelen tanulmany alapjaul szolgalo kozonséges
denevér kolonidk elszortan helyezkednek el a
kozottik levé fizikai tdvolsdg minden
parositas esetében meghaladja a 250 km-t.
Harom kolénia Romania, egy Magyarorszag,
egy pedig Lengyelorszag teriiletén talalhato.
Az éléhelyekre vonatkozo jellegzetességeket
¢és a kolonidk jellemzdit az 1. tablazat foglalja
Ossze (lasd még 1. abra).

A mintavételezés az 6t él6helyen a majus-
augusztusi peridodusban (2004-ben ill. 2005-
ben) jelen levd sziil6koloniakbol tortént,
kolonianként  20-20  egyedbdl, melyek
szamottevd aranya adult ndstény volt. A
mintavételezés  Worthington Wilmer &
Barratt (1996) denevérekbdl valo szévetminta
vételre vonatkozd  protokolljat  kovette.
Begytijtésilk utan egy-, masfél oraval a
befogott egyedeket szabadon engedtik. A
mintdkat abszolat alkoholban, -20°C-on
taroltuk a tovabbi felhasznalasig.

1. tablazat. Jelen kutatas alapjat képez6 kozonséges denevér Myotis myotis kolonidk paraméterei

(jelolések: RO — Romania, HU -

Magyarorszag,

PL - Lengyelorszag, Sz/H -

szélesség/hosszsag, Tszf. — tengerszint feletti magassadg). A barlangok esetében a foldrajzi
koordinatak és magassagok a legkozelebbi telepiilést jelzik.

Helység Tipus Foldrajzi elhelyezkedés Tszf. Egyedszam
Eskiillo barlang  Kirdlyerd$ (Padurea Craiului) hgys, RO 366m  4000-5000
(Astileu) & y £YS-

Fusteica barlang Vulkan (Vilcan) hgys., RO 437 m 2500-3000
Vaslab o . .

(Voslibeni) épiilet Gyergy6i (Gheorgheni) medence, RO 977 m 400-500
Kelemér éptilet Borsod-Abauj-Zemplén megye., HU 345 m 300-400
Krynica éptilet Sadecki Beskid hgys., PL 646 m 200-250

A DNS izolalas standard fenol-kloroform géndiverzitast (D) (2. tablazat) és teszteltiik
extrakcioval  tortént. Az elemzett Ot az esetleges szignifikans eltéréseket a Hardy-
fajspecifikus ~ mikroszatelita  lokusz a Weinberg  egyensulytol.  Interkolonialis
kovetkezé: Al13, Cl113, D9, E24, G25 szinten meghataroztuk az Osszallél-
(Castella & Ruedi, 2000). A 16kuszok PCR-al polimorfizmust (My), az atlagos

valo felsokszorositdsa Castella & Ruedi
(2000) tanulmanyanak feltételeit kovette, az
individualis reakcidoptimalizalashoz
sziikséges modositasokkal (primer
kapcsolodasi hdmérséklet, illetve magnézium
koncentracid). Minden lokusz esetében a
forward  primert  fluorescens  6-FAM
csoporttal jeloltik. A PCR reakcidkat egy
Mastercycler  (Eppendorf)  késziilékben
végeztik. A PCR termékek elektroforézise
egy ABI Prism 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) késziilékben tortént, az
allélok hosszat a GeneScan 3.7 program
(Applied Biosystems) segitségével hataroztuk
meg.

Az adatok kiértékelését az ARLEQUIN
2.0 (Schneider et al., 2000) populacio-
genetikai  programcsomag  alkalmazasaval
végeztiik. Intrakolonialis szinten
meghataroztuk a lokuszonkénti (Mp) ¢és
koloniankénti (M;) allélpolimorfizmust, a
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géndiverzitast (Mpa) és a kolonidk kozotti
differencialédast (Fgr), valamint ennek
paronkénti kolonidk kozotti értékeit (2. és 3.
tablazat).

Eredmények

A 100 individualis denevérminta
genotipizalasa az 5 mikroszatelita l6kuszra
nézve Osszesen 130 kiilonbozé  allélt
eredményezett. Minden kolonia esetében
lehetséges volt a  kiillonboz6  allélok
azonositasa, egy lokusz esetében sem
talaltunk null-allélt. Minden 16kusz polimorf
(min. 2, max. 23 allél), egyiittes elemzésiik
egy magas Osszallélpolimorfizmust mutat
(M=11.92). A legnagyobb polimorfizmussal
az E24 lokusz rendelkezik (M;=20.2), mig a
legkevésbé polimorf a C113 16kusz (M =3.8),
valamint a G25 16kusz. Ez utobbi foképp a
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Vaslabi kolonidban jelen levé megkozelitleg (min. 9.8, max. 13.2), egy szintén magas
teljes fixalodas miatt (2 allél, 19 homozigota Osszallél-polimorfizmust eredményezve (2.
¢és 1 heterozigdta). Minden koldnia esetében tablazat).

magas az intrakolonialis allélpolimorfizmus

2. tablazat. Az individualis l6kuszpolimorfizmus (My), az intrakolonialis allélpolimorfizmus (M)
és az Osszallélpolimorfizmus (M,) Osszefoglalasa, az egyes koloniak allélszamaival. A tablazat
utols6 oszlopa az intrakolonidlis géndiverzitast (D,) és az atlagos géndiverzitast (Mpa)
tartalmazza.

Kolénidk Lokuszok M, Da

Al3 C113 D9 E24 G25
Eskiill 17 3 17 23 6 13.2 0.842308
Fusteica 14 3 13 23 6 11.8 0.805641
Vaslab 18 5 16 20 2 12.2 0.709744
Kelemér 16 5 17 20 7 13 0.846667
Krynica 12 3 13 5 6 9.8 0.797436
M, 15.4 3.8 152 202 5 Mp=11.92  Mp,=0.8003592
A vizsgalt kolonidk magas atlagos gén- barlangi és épiiletlakd kolonidk diverzitasi
diverzitassal rendelkeznek (Mp,=0.8003592), értékeinek atlaga nem mutat szamottevo

a legdiverzebbek az eskiilldi (D,=0.842308) kiilonbséget (0.823974 versus 0.784615).
és a keleméri (Dx=0.846667) kolonidk. A Egyik kolonia esetében sem tapasztaltunk
legalacsonyabb (de még mindig megfeleléen szignifikdns eltéréseket a Hardy-Weinberg
magas) géndiverzitassal a vaslabi kolonia egyensulytol.

rendelkezik (Dx=0.709744) (2. tablazat). A

3. tablazat. Paros Fgy értékek a vizsgalt koloniak esetében (p<0.05).

Eskiill6  Fusteica Vaslab  Kelemér Krynica
Eskiilld | 0.0000 - - - -
Fusteica | 0.02459  0.0000 - - -
Vaslab 0.15707 0.11588  0.0000 - -
Kelemér | 0.08655 0.08065 0.10615  0.0000 -
Kyrnica | 0.09855 0.11481 0.19316 0.12791  0.0000

A kolénidk paronkénti differencialodasi valo differencialodasi értéke szintén magas
értékeit (Fsr) a 3. tablazat foglalja Ossze. A (Fst=0.12791).

kolonidk  kozotti  kiilonbségek  minden A géndiverzitas jelentds része (90.76%) a
parositas esetében magas értékkel kolonidkon beliil van elosztva, mig kisebb
rendelkeznek ¢és szignifikansak (p<0.05). A része (9.34%) tulajdonithaté csupan a
legnagyobb hasonlosag az eskiilléi és koloniak  kozotti  kiilonbségeknek.  Ezen
fusteicai koloniak kozott talalhato értékek szemben allnak a magas atlagos
(Fs7=0.02459), mig a legnagyobb differencialoédasi  értékkel  (Fgp=0.11148),
kiilonbségek a vaslabi kolonia esetében mely  nagyfoka  kiilonbségekre  enged
észlelhetSek, Osszehasonlitva ezen koloniat kovetkeztetni a vizsgalt koloniak kozott.

barmely masikkal (lasd még 3. tablazat). Az
egyetlen kivétel a Krynica-Kelemér parositas
esetében tapasztalhatd, melyek egymastol
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Kovetkeztetések

A kozonséges denevért egyes szerzOk
(Castella & Ruedi 2000, Castella et al., 2000,
Ruedi & Castella 2003) mint nemvandorld
fajt irnak le, ennek ellenére bizonyitott egy
kozepes tavolsagu (par 100 km) vandorlasi
képesség (Mitchell-Jones et al., 1999, Topal,
1956). Ez alapjan (és feltételezve egy sikeres
szaporodast a célteriileten) a kiilonb6zo
foldrajzi egységek kolonidinak genetikai

mintdzata nagyfoku hasonlésdgot kellene
mutasson. Castella & Ruedi (2000)
tanulmanyaban a spanyolorszagi és marokkoi
kolénidk régidkon beliill csak csekély

mértékben tértek el egymastol, ezzel szemben
a régiok egymassal vald Osszehasonlitdsa
szignifikans differencialodast mutatott ki a
Gibraltar szoros két partja kozott. A Karpatok

vizsgdlt kozonséges denevér
kolonidk genetikai diverzitdsa magas és
egyenletesen elosztott a mintavételi teriileten.
A magas diverzitds a mikroszatelitdk nem
kodolo jellegével és ezaltal a szelekcids
nyomas  hianyaval = magyarazhatd. A
diverzitasbeli eltérés a barlangi és épiiletlako
koloniak ko6zott csekély, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy a géndiverzitas fiiggetlen
az ¢élohely tipusatél vagy koratol. A
differencialédas vizsgalata nagyfoka és
szignifikans  eltéréseket mutatott ki a
kiilonb6z6 koloniak Osszehasonlitasa
esetében. Ezen kiilonbségek korrelalhatoak a
koloniak  kozotti  foldrajzi  tavolsagok
nagysagaval és a faj diszperzios képességével,
de alternativ. modon feltételezhetd egy
szarmazasbeli kiilonbség is. Az eldbbi esetben
a krynicai kolénia és a vaslabi kolonia kdzott
tapasztalt legnagyobb kiilonbség a
génaramlast akadalyozd szamos fizikai
barriernek (a Tatra és a Keleti Karpatok
vonulata) tulajdonithatd. Ezzel ellentétben a
Kelemér — Eskiilld Fusteica vonalon
tapasztalt magas hasonlosdg a fizikai
barrierek hidnyanak vagy csekély jelenlétének
és a kozottik levé rovid foldrajzi
tavolsagoknak tulajdonithat6, foképp a
Kelemér — Eskiilld parositas esetében (lasd
még 1. abra). Az alternativ hipotézis
(szarmazasi kiilonbség) esetében a Kelemér —
Eskiill§ — Fusteica vonal egy evollcids iranyt
képviselne, mely a Balkan félszigerdl
szarmazhat. Tovabba Ruedi & Castella (2003)
tanulmanya alapjan, a  lengyelorszagi
kozonséges  denevér  kolonidk,  tehat
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feltételezhetéen a krynicai koldénia is az
Alpok északi vonaldn keresztiil, az ibériai
félszigetr6l szarmazhat. A vaslabi kolonia
esetében, ami a faj keleti elterjedési hataran
talalhato, az itt tapasztalhato legalacsonyabb
genetikai valtozatossag izolaltsagot, valamint
ezen kolonianak a lengyel koloniatol valo
szignifikans kiilonbsége egy Balkan félszigeti
szarmazast jelezhet. Mindezen elméletek
tovabbi kutatdst és  bizonyitast (vagy
cafolatot) igényelnek, mivel a jelen kutatas
eredményei és kovetkeztetéseinek levonasa
kizardlag a mikroszatelitdk alkalmazasaval
részlegesnek mondhaté. Ezen szekvenciak,
nemkddold  jellegiiknél fogva nincsenek
kitéve szelekcids nyomasnak, tovabba
biparentalis 6rokl6édésiik nem tiikrozi a nemek
esetleges vandorlasi iranyat és mértékét. Ez
kikiiszobolhetd, ha a  mikroszatelitak
alkalmazasa mas genetikai markerekkel
parhuzamosan torténik. A  mitokondrialis
DNS tartalmaz ugy koédold, mint nem kodolod
szekvencidkat is. A kodolo szekvencidiban
fellép6  esetleges  mutaciok  konkrét
fenotipikus kovetkezményekkel jarhatnak,
ezaltal fellép a szelekcids nyomds, a mtDNS
nem kodold szekvencidi pedig hasonld vagy
magasabb mutaciés rataval rendelkeznek,
mint a nukledris markerek, tehat kelloképpen
valtozatosak populacios szinten. Tovabba, a
mtDNS kizardlag anyai agon 0Oroklédik,
ezaltal tanulmanyozasa egy realis képet adna
a faj diszperzids képességérol és az ez altal
keletkezett evolucids vonalakrol. A jovében
sor keriil tovabbi kolonidk elemzésére
mikroszatelitak szintjén, valamint a teljes
mintaspektrum mitokondrialis DNS szintjén
vald elemzésére, a mtDNS kontrol régi6 vagy
a cyt b gén részleges szekvenalasa alapjan.
Végiil sor keriil a Karpat régié és a nyugat
eurdpai adatok Osszehasonlitasara, egy atfogd
képet nyerve ezaltal a kozonséges egérfiilii
denevér genetikai mintdzatarol és a
rekolonizacids folyamatokrdl Eurdpaban.
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2005-ben a Domus Hungarica Junior
Osztondijjal tdmogatta. A kutatast részben a
BP Conservation Programme finanszirozta.
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