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1 Roviditések jegyzéke

AMOVA: analysis of molecular variance — molekularis varianciaanalizis
bp: bazispar

CO1: citokrém-c oxidaz I. alegység

CytB: citokrom-b

DNS: dezoxiribonukleinsav

dNTP: dezoxiribonukleotid-trifoszfat

EBOV: Ebola-virus

Ho: megfigyelt heterozigocia

He: vart heterozigdcia

HV1: hipervaridbilis régio 1

LD: linkage disequilibrium — kiegyensulyozatlan kapcsoltsag
LLOV: Lloviu-virus

MARYV: Marburg-virus

MCMC: Markov-chain Monte-Carlo

mtDNS: mitokondrialis DNS

ND1: NADH-ubikinon oxidoreduktaz lanc 1. alegység
nDNS: nuklearis DNS

PCR: polimerase chain reaction — polimeraz lancreakcio
pd: példany

RNS: ribonukleinsav

rpm: revolutions per minute — percenkénti fordulatszam

ul: mikroliter



Mintavételi helyek roviditése:

BHAB: Bosznia-Hercegovina, Ada-barlang
BUAB: Bulgaria, Aina-ini-balang
BUGB: Bulgaria, Golak-banya

HUAT: Magyarorszag, Antal-tard
HUBB: Magyarorszag, Bomboly-banya
HUSZ: Magyarorszag, Szarsomlyo
ROEV: Romania, Eskiilléi-vizesbarlang
RORB: Romania, Rumunyesti-barlang
SEPB: Szerbia, Petni¢ka-barlang
SETK: Szerbia, Toplik

SLHB: Szlovénia, Huda luknja-barlang

SLSB: Szlovénia, Skocjan-barlangrendszer



2 Bevezetés

A denevérek (Chiroptera) az emldsok osztalyanak (Mammalia) masodik legfajgazdagabb
rendje. A vilag emlésfajainak 25%-at teszik ki, igy globalis szinten jelentésen hozzajarulnak
az emlésdiverzitashoz (Simmons, 2005). Magyarorszagon 28 denevérfaj ¢l, mind védett,
illetve nyolc fokozottan védett és tiz szerepel az El6helyvédelmi Iranyelv II. mellékletében
(Natura 2000 jeloléfaj). A denevérek fontos Okoszisztéma szolgaltatok (Kunz és mtsai.,
2011), akar beporzoként (nektarevé denevérek), akar magok terjesztiként (gytimolcsevod
denevérek), akar természetes rovarirtoként (pl. a hazai denevérfajok mindegyike) tekintiink
rajuk. Veszélyeztetd tényezéik kozé tartozik az él6helyeik  fragmentalodasa,
taplalkozoteriileteik megsziinése és az urbanizacié (Jung és Threlfall, 2016), tovabba az
éptiletek mesterséges kivilagitasa és renovalasi munkalatai (Mickleburgh és mtsai., 2002;
Rowse és mtsai., 2016), az egyre fokozodd barlangi turizmus (Furey és Racey, 2016) és a
kiilonb6z6 betegségek (virusos és gombas fertdzések) (Puechmaille és mtsai., 2011; Brook
és Dobson, 2015). A virusoknak altalaban sziikk a gazdaspektrumuk, igy az allatokban
el6forduld virusok terjedése altalaban egy-egy fajra vagy fajcsoportra korlatozodik (Shi,
2010). A zoonotikus (allatrol emberre terjedd) viralis korokozok felelések az ujonnan
kialakuld, illetve az 0jbol megjelend (Gn. felbukkano) virusos betegségek 70%-aért (Jones
¢s mtsai., 2008). Ma mar t6bb, mint 80 virust izolaltak kiilonbdzé denevérfajokbol, ezek pl.
a Rhabdoviridae, Paramyxoviridae, Coronaviridae, Herpesviridae, Adenoviridae és
Filoviridae viruscsaladok tagjai (Calisher és mtsai., 2006), de a molekularis vizsgalatokkal
igazolt virusok szama nagysagrendekkel nagyobb. A Filoviridae csaladba tartozo Ebola-
virus (EBOV) és Marburg-virus (MARV) az emberek esetében vérzéses lazat okoz, a
mortalitasi aranyuk igen magas. A denevéreket a Marburg-virus rezervoarjanak (hordozo)
azonositottak, tovabba bizonyitottak, hogy szerepiikk van az Ebola-virus emberre vald
terjesztésében is (Amman ¢és mtsai., 2017; Coltart és mtsai., 2017). Miota 2002-ben
Spanyolorszagban kimutattak a Lloviu-virust (LLOV) hosszuszarnyu denevérekbdl, azota a
filovirusok lehetséges gazdaszervezeteinek tartjak az eurdpai denevéreket is (Negredo és
mtsai., 2011). A LLOV magyarorszagi felbukkanasa pedig jelenlegi tudomanyos
ismereteink alapjan komoly kockézatot jelenthet a fokozottan védett hossziiszarnyt denevér

koloénidinak stabilitasara és egészségére.



2.1 A denevérek vonulasa és szerepe a virusok terjesztésében

Habér a legtobb denevér helyhii, a vonulas rendkiviil fontos szerepet tolt be sok faj
¢letében (Fleming és Eby, 2003), tovabba befolyasolja a populaciok genetikai strukttrajat is
(Moussy és mtsai.,, 2012). A mérsékelt égovi denevérek regionalis vandorlasaik soran
mindig igyekeznek azt a szallashelyet valasztani, ami a legjobb mikroklimatikus feltételeket
biztositja az adott évszakban (Baudinette és mtsai., 1994), ezért esetenként nagyobb
tavolsagok megtételére is képesek (Hutterer és mtsai., 2005). A leggyakoribb szezonalis
mozgasok a téli szallashelyrdl — a tavaszi kolonidba, a tavaszi kolonidbol — a nyari
sziilokoloniaba, a nyari sziilokolonidbol — az G6szi parzasi helyekre €és az Oszi parzasi
helyekrdl — a téli szallashelyekre torténnek, de ez valtozhat fajok kozott, illetve ugyanazon
faj populacioi kozott is (Rodrigues és Palmeirim, 2008), sokszor a hibernacié utan
kozvetleniil a kolykezOkolonidknak otthont add szallashelyekre vonulnak. Bizonyos
vandorlé fajoknak igen helyhii populécidik is vannak, és az ilyen populaciokban az
egyedeknek csupan toredéke vonul (Russell és mtsai., 2005). A denevérek eltéré nagysaga
utat tesznek meg vonulas kdzben (Strelkov, 1969), a nyari és téli szallashelyeik kozotti
tavolsagok alapjan kiilonboz6 csoportokba lehet sorolni ket (Fleming és Eby, 2003).
Vannak olyan fajok, melyek nyari szallashelye és téli pihendhelye csupan néhdny méterre
(10-15 m) talalhatoé egymastol (pl. a kis patkosdenevér). Azok a fajok, amelyek kozepes
tavolsagokra vonulnak, 10-100 km-t is repiilhetnek a két hely kozott (pl. nyugati
piszedenevér). A harmadik csoportba pedig olyan denevérek tartoznak, amelyek tobb mint
100 km-t is megtesznek azért, hogy megfeleld téli szallashelyet talaljanak (pl. a
koraidenevérek vagy a torpedenevérek egyes fajai). A vonulas id6- és térbeli mintazata
feladat, mert sok faj veszélyeztetett és a vonuld viselkedésiikrél szold informacidk
nélkiilozhetetlenek a természetvédelmi intézkedések megtervezéséhez. Egy denevérfaj
megorzéséhez az iddszakosan haszndlt szalldshelyeinek egész halozatat sziikséges

megvédeni (Rodrigues és Palmeirim, 2008).

A denevérek mozgasmintazatdinak pontos megértése elengedhetetlen a fert6zd
betegségekkel érintett populaciok vizsgalatahoz, illetve pl. a virusok potencialis terjedési
utvonalanak meghatarozasahoz (Moussy és mtsai., 2012). Mivel vonul6 fajokrol beszéliink,
szerepiik a virusok terjesztésében igen nagy. A denevérek nydlukkal, vizeletiikkel,

guanojukkal és vériikkel is terjeszthetik a virusokat, illetve a rajtuk talalhatd ektoparazitak
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(izeltlabuak) is képesek ra (Parrish és mtsai., 2008). Osszel, amikor tobb kiilonbozd
teriiletrél Osszegytilnek a denevérek parzani az un. naszbarlangokba, megnd a fertézések
egymas kozotti atadasanak esélye (Sulkin és Allen, 1974; Fleming és Eby, 2003; Calisher,
2015). A denevérekre altalaban jellemz6, hogy a néstények helyhiibbek a himeknél, mindig
probalnak visszatérni abba a koldniaba, ahol sziilettek. Ezzel ellentétben a himek tobbet
mozognak, igy a génaramlas mellett a virusok terjesztéséhez is nagyobb mértékben

hozzajarulnak (Fleming és Eby, 2003; Calisher, 2015; Dietz és Kiefer, 2016).

2.2 Denevérek populaciogenetikai markerei

A denevérek rejtett életmodja miatt nehéz direkt modszereket (pl. gytirtizés) alkalmazni
ezen kis emldsdk nagy populacidinak tanulmanyozasara. Habar a jeloléses modszerekkel
végig lehet kovetni egy egyed életét és dokumentalni lehet reprodukcios sikerességét, az
alacsony visszafogasi rata miatt mégsem alkalmasak ilyen vizsgalatokra (Dietz és Kiefer,
2016). A genetikai markerek indirekt mérése azonban informacioét szolgaltat a populacion
beliili vagy a populaciok kozotti viszonyokrol, tovabba egy adott pillanatban jelen 1évo
mintazat gyors feltarasa is lehetdvé valhat. A genetikai vizsgalatok sok szempontbol
felilmuljak a gytrizésekbol szarmazo eredményeket, mivel sokkal tobb egyed nagyobb
1éptéki vizsgalatara alkalmasak. Az ilyen vizsgalatok soran altalaban variabilis genetikai
elemeket tanulmanyoznak, amelyek kiilonb6z0 mutdciok hatasara eltérd hosszasagiva
evolvalodnak (pl. mikroszatellitek). Ezeknek a kiilonb6z6 lokuszoknak (egy adott gén vagy
szekvencia helye a genomban) a viszonyaibdl, egymas kozotti eltéréseibol
kovetkeztethetiink az egyes mintavételi helyek kozotti kapcsolatokra. A rendkiviil variabilis
kontroll régidval rendelkezé mitokondrialis DNS elemzése mellett, leginkabb a sejtmagbol
szarmaz6 mikroszatelliteket szoktdk hasznalni denevérek populdcidgenetikai vizsgalataira
(Dietz és Kiefer, 2016). A mintak begytiijtése a genetikai vizsgalatokhoz torténhet invaziv
(pl. sz&rnybiopszia) és nem-invaziv (pl. iiriilék) modon. A nem-invaziv populaciogenetikai
vizsgalatok egyre népszeriibbek, mivel nem jar egylitt az allatok befogasaval. Az invaziv
modon torténd mintavételhez viszont be kell fogni az allatot, ami egy veszélyeztetett vagy
ritka faj esetében kockazatos lehet (pl. stressz, utdédgondozéds szempontjabol). A
bizonytalansagok ellenére mégis sokan alkalmazzak ezt a modszert, mivel a legtobb esetben
jobb mindségii DNS vonhat6 ki beldle. Denevérek esetében a két modszert 6sszehasonlito

tanulméanyban kimutattdk, hogy habar a mtDNS vizsgélati eredményei hasonldak lettek



szarny- ¢és iriilékmintdk esetében, addig a nDNS kivondsa és markereinek vizsgalata a

szarnymintakbol sikeresebb volt (Boston és mtsai., 2012).

2.2.1 Mitokondrialis markerek

A mtDNS anyai 6roklédésti, nem rekombinaldodik és magas szintii polimorfizmus
jellemzi. A mutaciok halmozodasaval kiilonb6zé haplotipusai (valtozatai) alakulnak ki,
melyek egymasbol levezethetéek és minimum egy, de tobb bazisparban is kiilonbdzhetnek
egymastol. A mtDNS segit megismerni a jelenlegi allapot torténeti hatterét, ezzel
hozzajarulva a populédciok genetikai strukturajanak feltarasahoz. Alkalmazéasanak azonban
vannak hatranyai is: viszonylag gyorsan evolvalddik és ennek kovetkeztében ismét
megjelenhet az eredeti bazis a szekvencidban (tobbszordés mutacid révén). Igy tehat nem
biztos, hogy meg tudjuk kiilonbdztetni a haplotipusokat a szekvencidk Osszehasonlitasa
alapjan. Ez f6leg akkor jelent problémat, amikor tavolabbi taxonok leszarmazasi

kapcsolataira vagyunk kivancsiak (Pecsenye, 2006).

Mivel a denevérekre jellemzd a filopatria (ndstények helyhilisége), a mitokondrialis DNS
markerei alkalmasak a nyari sziilokolonidik szerkezetének vizsgalatara. A denevérek
mitokondrialis genomja tobb, mint 16 500 bazispar hossz. Kiilonbdzd génszakaszok
talalhatoak benne, mint pl. CytB, ND1, D-loop (kontroll régio) és COL (1. abra). Ezeknek a
génszakaszoknak eltérd szubsztiticios értékeik vannak, azaz az id6 soran eltéro valtozasokat
mutatnak (a legnagyobb valtozasokat az ND1 és a CytB gének mutatjak). A mitokondrialis
génszakaszokon beliil a kontroll régié mérete is jelentds mértékben varidbilis, sét lokalis
eltérések is felismerhetdek kozottiik. A mtDNS anyai Oroklddése leegyszeriisiti az
elemzéseket, ugyanakkor magaban hordozza annak a kockazatat, hogy figyelmen kiviil
hagyjuk a populacidk kozotti génaramlast, melyet ezzel a mddszerrel nem tudunk mérni. A
mtDNS jo képet adhat a kolonizaci6 torténetérdl, azonban fajok kozott teljes mtDNS atadas
is megtorténhet kolonizacié soran. Ennek kovetkeztében a populaciogenetikai
vizsgalatokhoz ma egyre tobbet alkalmazzak a mindkét sziil6tél 6rokolt nuklearis DNS-t

(Dietz és Kiefer, 2016).



1. abra. Denevér mitokondridlis genom séma, jelolve rajta az egyes emlitett szakaszok
(Forras: Meganathan és mtsai., 2012)

2.2.2 Nukledris markerek

A mikroszatellitek kodominans oroklésmenetli, rovid tandem (egymas utani)
ismétlédésekbdl (2-6 bp) allé szekvenciaszakaszok a nuklearis genom nem kodolo
régidiban. Egy lokuszon tipikusan 50 és 100 kozotti ismétlddés van jelen, igy Osszesen
néhany szaz bazisbol allnak (Pecsenye, 2006). A mikroszatellitek viszonylag instabil
genomszakaszok a magas mutacids rata miatt. Az egyedi DNS szakaszokkal szemben itt a
hosszpolimorfizmus adja a variabilitas jellegét, ami két homolog kromoszoéma kozott nagy
mértékben kiillonbozhet. A mikroszatellitek, mint nukledris markerek hasznalata eléggé
elterjedt, mivel minden éI6lény genomjaban megtalalhatéak és sok lokusz egyiittes
vizsgalata lehetséges veliikk. A mikroszatellitek hosszat PCR-rel (polimeraz-lancreakcio)
egybekotott kapillaris elektroforézissel elemzik, amivel a populacidkon belili vagy a
populaciok kozotti allélgyakorisag-eloszlasokat lehet megkapni. A mikroszatellitek tehat
mind Okoldgiai idéskalan, mind populacids (génaramlas, migracio) és egyedi szinten is
(rokonsagbecslés, genealogia) alkalmazhatoak, a tobbi markerrel ellentétben. Azonban, mint
minden markernek, ennek is vannak hatranyai: pl. a mutaciés mechanizmusuk igen komplex
¢s még nem teljesen tisztdzott, tovabba rejtett alléldiverzitas is eléfordulhat homoplézia (két
fiiggetlen allélban ugyanaz a méret kialakulasa) és null-allélek (valés heterozigdta hamis
homozigotanak vald detektalasa) miatt. Az eltéré mutacios folyamatok és alléleloszlasok
foleg a fajok kozti sszehasonlitdsoknal okoznak problémat, fajon beliili vizsgalatoknal ezek

a hibak mar kisebb mértékben jelentkeznek.



2.3 A hossziszarnyu denevér jellemzése

A hosszaszarny denevér (Miniopterus schreibersii Kuhl, 1817) nagy -elterjedési
tertilettel rendelkezd faj. Eurdpaban foként a Mediterraneumban fordul eld, hazankban,
illetve a Karpatokban éri el areajanak északkeleti hatarat. (2. abra). Hazai elterjedését
tekintve hegyvidéki denevérfajunk, elsésorban karsztteriiletek denevére. Alloméanya a 20.
szazadban folyamatos csokkenést mutatott, tobb jelent6s koloniaja tiint el (pl. a Baradla-
barlangbol) (Topal, 1989; Dobrosi, 1993). Jelenleg a Biikkben és a Zempléni-hegységhen
¢élnek legnagyobb allomanyai, de a Dél-DunantGlon is megtalalhaté egy jelentOsebb

koloniaja (a Szarsomlyon).

2. abra. A hosszaszarnyt denevér (Miniopterus schreibersii) elterjedési térképe (Forras:
https://www.iucnredlist.org/species/13561/4160556)

Kozepes méretli denevérfaj. Szarnya jelentés mértékben megnyult, melynek
koszonhetden kiemelked6 repképességgel rendelkezik (3. abra). Alkarhossza 42-48 mm,
tomege 10-14 gramm. Eletmédjat tekintve igazi barlanglaké denevérfaj, egész évben
foldalatti szallashelyeken talalhato meg. Els6sorban a szélesebb jaratokkal, nagyobb
gyorsan repiilve kiilonféle éjszaka repiild rovarokra vadaszik: foleg (80%) éjjeli lepkékre

(Lepidoptera), kétszarnytakra (Diptera) és recésszarnytiakra (Neuroptera).



3. abra. A hosszszarnyt denevér repiilés kozben (Foto: Estok Péter)

A hossztszarnyu denevér fokozottan védett faj (természetvédelmi értéke: 250.000 Ft) és
szerepel az ElShelyvédelmi Iranyelv Il. mellékletében (Natura 2000 jeloléfaj). A
veszélyeztetd tényezdi koze tartozik a barlangok, vagyis a szallashelyeik zavarasa, mivel az
egyre fokozddd barlangi turizmus is a nagyobb jaratokkal és termekkel rendelkezd
barlangokat preferalja, csaktigy, mint a denevér. Tovabbi veszélyeztetd tényezo a barlangok
nem megfeleld lezarasa. Mivel hosszll szarnyai miatt nagyon gyorsan repiil, a barlangok
kisebb kirepiilonyiladsok meghagyésaval torténd lezarasat nem viseli el és ezért sokszor

inkdbb elhagyja tanyahelyét.

2.3.1 Szocidlis szervezodés, populdciogenetikai struktira

A hosszitava vonuld fajok populécidi altalaban alacsony szintii genetikai kiillonbségeket
mutatnak a geografiai régioik kozotti magas génaramlas kovetkeztében (Waser, 2000). A
hosszuszarnyu denevér is egy ilyen vonulo faj, gyakran néhany 100 km-es tavolsagokat is
megtesz nyari sziildkolonidja és téli szallashelye k6zott. Rekordtavolsaga tobb, mint 800 km
(Hutterer és mtsai., 2005). Sok mas barlanglaké denevérhez hasonldan, a hossziszarnyu
denevér is egy igen szocidlis faj. Az év nagy részében nagy kolonidkat képez foldalatti
szallashelyein, amik akar tobb ezer egyedbdl is allhatnak (4. abra). Ez a tulajdonsaguk
kiillonosen sériilékennyé teszi Oket, tovabba az ilyen kolonidkban nagyobb az esélye a

virusok atadasanak is (Palmeirim és Rodrigues, 1995).
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4. abra. Hosszliszarnyt denevér kolonia egy banyajaratban (Foto: Boldogh Sandor)

A denevérek kiilonboz6 kolonidkbol szarmazd egyedei parzasi iddszakban 6sszegytlilnek
a naszbarlangokban, igy a koloniak kozotti keveredés, megtermékenyités varhatd, ami
hozzajarul a génaramlashoz (Pereira és mtsai., 2009). Habar a néstények az utdd
vilagrahozataldhoz majdnem mindig visszatérnek abba a kolonidba, ahol sziilettek, a himek
kevésbé kotddnek a sziiletési helyiikhoz (Palmeirim és Rodrigues, 1995). Ez a szocialis
szervezOdés hatassal van a hosszliszarnyl denevér populacidogenetikai struktirajara, mint
ahogy ez a tobbi denevérfajnal is megfigyelhet6 (Pereira és mtsai., 2009; Altringham, 2011).
A magas szintli filopatria egy észrevehetd strukturat eredményezhet az anyai agon orokitett
MtDNS-re nézve, mig a két sziilé altal orokitett nuklearis markerek a him-medialt
génaramlas miatt nem biztos, hogy erés strukturaltsagot mutatnak (Petit és Mayer, 1999;
Castella és mtsai., 2001; Petit és mtsai., 2001). A hibernald koloniak tovabba gyakran
befogadnak mas sziilokoloniabol szarmazod egyedeket is. Kovetkezésképpen, ha a
hosszuszarnyu denevér populacidinak szocialis szervezédése hatassal van a genetikai
struktarara, akkor a sziil6kolonidk és a hibernald kolonidk mas-mas genetikai kompoziciot

mutathatnak (Pereira és mtsai., 2009).

2.4 A Lloviu filovirus

A filovirusok stlyos, gyakran haldlos vérzéses betegségeket okoznak emberekben és mas
féemldsokben. A 20. szazad masodik felében tobb évtizeden at kutattdk a filovirusok

hordozoéit, mig végiil 2003-ban a nilusi repiilékutyaban (Rousettus aegyptiacus) kimutattak
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a MARV-t. Ez a denevér az egyetlen igazolt rezervoar szervezete a virusnak, ami azt jelenti,
hogy az allat nem betegszik meg t6le, ugyan végigmegy egy virémias fazison, de utana csak
tiriti a virust (Towner és mtsai., 2007). Az EBOV rezervoarjanak is harom gyimolcsevo
denevért tartanak és ebben az esetben sem okoz tiineteket a virus az allaton (Leroy és mtsai.,
2005). Az egyetlen olyan filovirus, amirél ma ismert, hogy megbetegiti a denevért az a
LLOV, ami az altalunk is vizsgalt hosszuszarnyi denevérekben talalhato meg (Negredo és
mtsai., 2011). 2002-ben t6bb tomeges elhullast észleltek hossziuszarnyu denevérek néhany
Szaz vagy akar tobb ezer egyed alkotta spanyol, portugdl és francia kolonidi esetében
(Quetglas és mtsai., 2003). Végiil Spanyolorszagban, a Cueva del LLoviu nevii barlangban
talalt vérzéses tiineteket mutatd tetemekbdl sikeriilt Negredo és munkatarsai (2001)-nak
kimutatni egy, az Ebolahoz nagyon kozeli rokonsagot mutato filovirust, a LLOV-t. Egészen
1daig ugy tudtak, hogy csak Afrikaban vannak filovirusok, viszont a LLOV spanyolorszagi
hosszuszarnyu denevér mintaban torténd felfedezése Ota az eurdpai denevéreket is
figyelembe veszik, mint lehetséges filovirus gazdaszervezetek (Negredo és mtsai., 2011).
Magyarorszagon 2013-ban egy hosszszarnyt denevér koloniabol mintegy 500 egyed
elpusztult a Biikk hegység teriiletén (Biikkszentlaszlon). A kutatok nem tudtak virologiai
vizsgalatokat végezni, mivel nem azonnal talaltdk meg a tetemeket €s azok mar eléggé
lebomlottak. Néhany elhullott egyed orran azonban alvadt vércseppek voltak lathatoak,
amikbol lehetséges 1égzérendszeri vérzésre kovetkeztettek. Ekkor megvizsgaltak a tobbi
ismert denevérkolonidt is a teriileten, de azoknal nem talaltak fertézésre utaldé nyomokat.
Hérom évvel késdbb, 2016-ban 6t hossziszarnyu denevér tetemet talaltak 50 km-re a korabbi
incidens helyszinétdl, Mad mellett. Ez az 6t egyed a banya bejaratanal volt, mig hét masik
nem fertdzott egyed bentebb hibernalt. Az elhullott allatok itt is erds 1égzdérendszeri vérzéses
tiineteket mutattak. Az o6t friss tetem egy tiidomintajabol a Pécsi Tudomanyegyetem
Kutatokézpontjaban filovirus RNS-t azonositottak (Kemenesi és mtsai., 2018). A masik
négy mintaban valdszinlileg a tetemek rossz mindsége és a virus nukleinsavainak
degradacioja magyarazta a jelek hianyat. Tovabbi filogenetikai vizsgalatokkal (747 bp
hosszu génszakasz elemzésével) pedig azt mutattak ki, hogy a Magyarorszadgon izolalt virus
legkozelebbi rokona a spanyol LLOV virus (98%-0s nukleinsav egyezéssel). Igy tehat
elmondhat6, hogy a LLOV a hossziszarnyl denevérek spanyolorszagi tomeges pusztulasa
utan tobb, mint egy évtizeddel ujra felbukkant Eurdpaban, és ugyanabban a denevérfajban
azonositottdk Magyarorszagon, mint Spanyolorszagban. A LLOV fert6zések ¢és a

hossziszarnyu denevérek pusztulasa kozotti feltételezhetd kapcsolat alapjan pedig ugy
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tlinik, hogy ez a faj nem a rezervodar szervezete a virusnak. A LLOV pontos eredetének ¢és
geografiai elterjedésének tisztazdsahoz azonban tovabbi denevérekhez k6tddd okologiai és
populacidégenetikai kutatasokra van sziikség (Kemenesi és mtsai., 2018). 2016 utan
hazankban havi rendszerességgel tortént az ismert denevérkolonidk ellendrzése és a
kovetkezd években is talaltak elhullott allatokat a madi helyszinen, amikbdl kimutattak a
virust: 2017-ben 25-6t, 2018-ban egyet és 2019-ben kettot. Ezek mindegyike a kolonia tobbi
egészséges egyedétdl elkiiloniilten 16gott a banya bejaratanal. A 2019-es egyedek nem
mutattak vérzéses tiineteket, hanem le voltak fogyva. A virussal kapcsolatos legtijabb
publikalatlan eredmény pedig az, hogy kimutattdk a LLOV-t egészséges allatbol is
(Kemenesi személyes kozlés, 2019).

2.5 A hossziliszarnyu denevérrel kapcsolatos korabbi kutatasok

A Miniopteridae csalddba tartoz6 hossziszarnyu denevérek a vilag legszélesebb
elterjedési teriilettel rendelkezé emldsei kozé tartoznak (Miller-Butterworth és mtsai., 2007).
A 2000-es évek elejétdl tobb kutatast is végeztek a hosszuszarnyu denevérek taxondmiai
helyzetének tisztazasaval és populacidgenetikai vizsgalataval kapcsolatban. Tian és
munkatarsai (2004) kutatasuk soran a hosszuszarny denevér (Miniopterus schreibersii)
populéciok kozotti genetikai eltérését €s filogenetikai viszonyait vizsgaltak a mitokondrialis
CytB szekvenciakon keresztiil. Kutatasukban japan, kinai, ausztraliai és spanyol mintakkal
dolgoztak. A kiilonbozo teriileteken Osszességében nagy variabilitast talaltak a genetikai
tavolsagok kozott. A legkisebb eltérés kevesebb, mint 1% volt a két japan populacio kozott
(0,57%), de a két kinai populacié genetikai tavolsaga is csak 0,86% volt. Ezen értékekbdl,
illetve a populaciok kozotti tavolsagokbdl arra kovetkeztettek, hogy annak ellenére, hogy a
foldrajzi tavolsag nagyobb volt, mint 600 km, a génaramlas a két-két populacié kozott nagy,
igy csokkentve a genetikai sokféleségiiket. Ezzel szemben a spanyol és a tobbi helyrdl
szarmazo6 mintak 6sszehasonlitasanal joval nagyobb genetikai tavolsagokat talaltak (15,04 -
16,40%), ami pedig arra utal, hogy az azsiai és ausztraliai hosszuszarnyu denevér mar

korabban szétvalt a spanyol hosszliszarny denevértol.

A mitokondrialis markerek mellett a nDNS vizsgalata is fontos szerepet tolt be a
populaciok vizsgalataban. Miller-Butterworth és munkatarsai (2002) 6t polimorf dinukleotid
mikroszatellita primert fejlesztettek ki a Miniopterus schreibersii fajra, Han és munkatarsai
(2008) tiz polimorf mikroszatellita primert a Miniopterus magnater fajra, majd Wood és

munkatarsai (2011) 20 polimorf mikroszatellita primert a Miniopterus schreibersii
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ausztraliai fajkomplexére. Ezen markerek kifejlesztése utdn lehetdvé valt a mitokondridlis

¢s a nuklearis DNS egyiittes vizsgalata.

Miller-Butterworth és munkatarsai (2003) a Dél-Afrikaban 1évé hosszaszarnya denevér
alfaj (Miniopterus schreibersii natalensis) tiz koloniajabdl szarmazé mintakon vizsgaltak a
populacidk struktarajat mikroszatellitek és a mtDNS kontroll régidja alapjan. Hasonlo
eredményeket kaptak a két vizsgalati modszer soran, harom alpopulaciora kiiloniilt el a tiz
kolonidbol szarmazo 78 minta, valamint 55 haplotipust azonositottak. Habar a legtobb
emldsfajnal — koztiik a denevéreknél is — a himek vandorolnak és a ndstényekre inkébb a
filopatria jellemz6 (Wilkinson és Chapman, 1991; Petit és Mayer, 1999; Kerth és mtsai.,
2000), az itt talalt nuklearis és mitokondrialis markerek eredményei kozotti hasonloésagbol
arra kovetkeztettek, hogy ezen alfaj mindkét neme erés filopatriat mutat és ez az
alpopulaciok kozotti korlatozott génaramlashoz vezet. Ezzel ellentétben viszont az
alpopulaciokon beliili alacsony szinti genetikai kiillonbségek feltételezhetéen az

alpopulacionkénti koloniak kozotti intenziv génaramlasnak koszonheto.

Pereira és munkatarsai (2009) Portugaliaban f6leg a hosszaszarnyu denevér (Miniopterus
schreibersii) nyari sziilékoloniait vizsgaltak ugyancsak a mitokondrialis kontroll régio és 6t
mikroszatellita 10kusz alapjan. Kutatasuk eredményei alapjan arra kovetkeztettek, hogy van
némi geografiai strukturaltsig a koloniak kozott, valamint hogy Osszességében nagyon
hasonl6 a kolonidk genetikai mintazata a nuklearis €s mtDNS alapjan. Azonban a mtDNS
strukturaltsaga (39 haplotipus azonositasaval) itt is észrevehetébb volt a nDNS-hez képest
(a nostény filopatria és a him-medialt génaramlas kovetkeztében). Az ugyanahhoz a
geografiai régidhoz tartozd koldniak kozotti genetikai kiilonbség a mtDNS esetében
altalaban mérsékelt vagy alacsony volt, mig a nDNS esetében altalaban csak alacsony. A
telel6 koloniak tovabba genetikailag is, és a haplotipusok szempontjabdl is szignifikansan
(p<0.0001) diverzebbnek bizonyultak a nyari kolonidknal, mivel télen mas koloniakbol

szarmazo egyedeket is befogadnak a denevérek a hibernacids iddszak végéig.

Giirtin és munkatarsai (2019) készitettek egy atfogd tanulmanyt a Miniopterus
schreibersii szocialis strukturajarol és filogeografiajarol. Korabban Bilgin és munkatarsai
(2016) mitokondrialis markerek (pl. CytB, kontroll régi6 HV1 szakasza) alapjan azt
valdszinisitették, hogy a fajra az “oak gall wasp” (tolgy gubacsdarazs) paradigma az
érvényes, mely szerint az utolsé jégkorszak utan azok a fajok népesitették be ujra Eurdpat,
melyeknek Anatolia volt az elsédleges refligiuma az utolso6 jégkorszak glacialis maximuma
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alatt. Ezt az elméletet vizsgaltak Gilirlin és kutatotarsai is mikroszatellita 16kuszokkal
kiegészitve. Osszesen 17 orszag 40 koloniajabol volt 333 szovetmintdjuk, melyeken a
mitokondrialis markerek mellett tiz mikroszatellita markert is hasznaltak. 12
filogeografiailag meghatarozott, foldrajzi barrierekkel elvalasztott régidra csoportositottak a
teriileteket. Vizsgalatuk soran egy szlovékiai populacio (téli hibernald kolonia) kivételével
mind Hardy-Weinberg egyensulyban volt. A populaciok kozott relative alacsony szinti
genetikai kiilonbségeket figyeltek meg, a genotipusok elterjedése egységes volt, a legtobb
minta ugyanahhoz a klaszterhez tartozott (K=1). A populaciok és a meghatarozott geografiai
régiok kozott a strukturaltsag hianyat 6k is a néstények filopatriajaval és a himek okozta
génaramlassal magyaraztak, ugy, mint a korabbi kutatasokban (Fleming és Eby, 2003;
Pereira és mtsai., 2009; Bilgin és mtsai., 2016), annyi kiilonbséggel, hogy itt kontinentalis
léptékkel, a faj egész elterjedési teriiletét vizsgaltak. Mivel a mtDNS diverzitasa Anatolidban
volt a legnagyobb, illetve a nDNS bizonyos leir6 statisztika értékei is szintén itt voltak a

legjelentdsebbek, igy Giiriin és munkatarsai Is tamogatjak az oak gall wasp” paradigmat.
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3  Célkitiizések

Kutatasunk célja a hossziszarnyu denevér populacidgenetikai vizsgalata mikroszatellita
lokuszok ¢és mitokondridlis gének segitségével a kiillonbozd geografiai régiok kozotti
kapcsolatok kimutatasara. Ez azért fontos, mert szlikséges a populaciok kozotti kapcsolatok
ismerete a hatékony védelemhez ¢€s a virus negativ hatasainak mérsékléséhez. Arra kerestiik
a valaszt, hogy a kiilonbozo szallashelyek egymastdl vald foldrajzi tavolsaga hogyan
befolyasolja a populaciok genetikai szerkezetét, diverzitasat. Azt feltételezziik, hogy a
hosszuszarnyu denevér nagy mértékli vandorlasa €s kiemelkedo repképessége miatt nem lesz
nagy genetikai kiilonbség a populacioi kozott sem a mitokondrialis, sem a nuklearis

markerek vizsgalatanal.

A kutatds soran megszerzett informaciok alapvetéen hozzajarulnak a Lloviu-virus
lehetséges fertdz¢si titvonalainak megismeréséhez, mivel mintavételi helyeink k6z¢ tartozik
a magyarorszagi Mad melletti helyszin, ahol mar tobb fertézott egyedet is talaltak. Ezen
utvonalak felderitése kozvetlen segitséget nyujt a késobbi denevérvédelmi eljarasok
kidolgozaséhoz, igy a kolonidk stabilitdsanak és egészségének megdrzéséhez. Az ismeretek
segithetnek megel6zni a tomeges pusztulasokat, melyekre korabban tobb hazai példa és
valdszinisithetéen szamos kiilfoldi példa is volt. Tovabba egy esetleg lokalis kihalas esetén,

a mar feltart, genetikailag legkdzelebbi populaciobol tudjuk pdtolni az elpusztult egyedeket.
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4  Anyag és modszer
4.1 Terepi mintavétel

A kutatas soran 12 mintavételi helyiink volt: Magyarorszag teriiletén harom, Romanidban
kettd, Szlovéniaban kett6, Bulgariaban kettd, Szerbiaban kett6 és Bosznia-Hercegovinaban

egy (5. abra).
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5. abra. Mintavételi helyek

A 2017-es szerbiai mintavételeken kiviil az 6sszes tobbi 2019-ben frissen gylijtott minta
volt. Igyekeztiink nyari kolonidkat vizsgalni, de ez nem minden esetben volt lehetséges, igy
amintak egy része (3 kolonia mintéi) 6szi idészakbol szarmazik. Osszességében 121 egyedet
sikeriilt mintdznunk (ezek a Magyarorszag é¢s Romania teriiletén talalhaté kolonidk), tovabbi

136-ot pedig a kinti helyi partnerek biztositottak (1. tablazat).
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1. tablazat. A mintavételi helyek és az egyes helyeken a gyljtés ideje, a mintdk szama és a
mintak tipusa

Orszag Mintavételi hely Mnilc;:;feetel Mintaszam | Minta tipusa
HUSZ | Magyarorsza Karoly-tir6 2019 20 szarnybiopszia

24 € (Szarsomlyo) ybop
HUBB | Magyarorszag Bomboly-banya 2019 32 szarnybiopszia
HUAT | Magyarorszag Antal-tar6 2019 19 szarnybiopszia
ROEV |  Roménia Eskalléi- 2019 25 szédrnybiopszia

vizesbarlang
RORB Romania Rumunyesti- 2019 25 szarnybiopszia
barlang
L. Skocjan- , . .
SLSB Szlovénia 2019 11 szarnybiopszia
barlangrendszer
SLHB | Szlovénia Huda luknja- 2019 11 szarnybiopszia
barlang

BUGB Bulgaria Golak-banya 2019 19 szarnybiopszia
BUAB Bulgaria Aina-ini-barlang 2019 23 szarnybiopszia
SEPB Szerbia Petni¢ka-barlang 2017 18 szarnybiopszia
SETK Szerbia Toplik 2017 28 szarnybiopszia

Bosznia-
BHAB . Ada-barlang 2019 26 szarnybiopszia

Hercegovina

A mintavételek soran altalaban 19:00 és 21:00 kozott, a barlangok bejaratanal felallitott
haloval vagy hurcsapdaval fogtuk be az allatokat. A biotikai adatok rogzitése utan a
denevérek szarnyanak oregvitorla részébdl egy kicsi, 3 mm atmér6ji korben eltavolitottuk a

membrant biopszia-mintavevével (6. abra).

6. abra. Szarnyminta vétele biopszia-mintavevovel (Fotd: Gorfol Tamas)
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Ez a mintavételi modszer gyors és fajdalommentes, mivel a membranban nincsenek
fajdalomreceptorok és a biopszidk olyan teriiletrdl szarmaznak, ahol a hidnyuk a legkevésbé
akadalyozza a denevért a repiilésben. A denevérek szarnya rendkiviil gyorsan gyégyul, ezért
a mintavétel helye két héten beliil teljesen begyogyul (Faure és mtsai., 2009). A mintazas
utan minden egyedet szabadon engedtiink. Az ilyen médon begyijtott mintak jo mindségi
¢és elegend6 mennyiségli DNS-t tartalmaznak a legtobb standard, PCR alapt molekularis
genetikai vizsgalathoz (Wilmer és Barratt, 1996). A szovetdarabokat szilikagélben vagy
96%-o0s alkoholban fixaltuk, majd a Magyar Természettudoméanyi Muzeum Molekularis
Taxondmiai Laboratoriumaba széllitottuk. A mintakat feldolgozasig a gylijteményben a
kutatdi adatbazis egyedi azonositast lehet6vé tévo novedéki szamaival ellatott fiolakban
-80°C-on taroltuk. A gylijtést a Pest Megyei Kormanyhivatal Kornyezetvédelmi és
Természetvédelmi  Foosztalya  altal  kiadott, PE/KTF/4384/2018 igyiratszamu

természetvédelmi engedéllyel végeztiik.

4.2 Laboratéoriumi modszerek

A laboratériumi munka a Magyar Természettudomanyi Muzeum Molekularis
Taxonomiai Laboratoriumaban folyt. A mintakbdl elészor izolaltuk a genomi DNS-t az

E.Z.N.A. Tissue DNA Kit segitségével a kovetkez6 protokoll alkalmazasaval:

1. A szovetet 200 pl TL pufferbe helyeztiik és 25 pl Proteinaz-K enzim hozzaadasaval
55°C-on és 400 rpm-en inkubaltuk min. 3 6ran keresztiil, mely iddszak alatt fél
oranként kézzel felraztuk a mintakat.

2. A 3 ora letelte utan, amikor a szovet teljesen feloldddott, 5 perc centrifugalést
kovetden a feliiluszot (csapadék nélkiil) atvittiik egy Gj 1,5 ml-es Eppendorf csdbe,
utana pedig az oldathoz 220 ul BL puffert adtunk és vortex segitségével Osszeraztuk,
majd 70°C-on ismét 10 percig inkubaltuk.

3. A kovetkezd Iépésben az oldathoz hozzaadtunk 220 pl 100%-0s etanolt,
Osszevortexeltiik, majd az igy keletkezett terméket DNA Mini Column oszlopra vittiik
fel és centrifugaltuk 1 percig (14 000 rpm).

4. Az oszlopon megtapadt DNS-t eldszor 500 ul HBC pufferrel mostuk, 30 masodpercig
centrifugaltuk (14 000 rpm), majd 700-700 ul mosopufferrel (DNA Wash Buffer)
kétszer attisztitottuk, 30-30 masodperc centrifugalassal (14 000 rpm).

5. Ez utdn a DNS-t tartalmazd oszlopot tiresen (puffer nélkiil) 2 percig centrifugaltuk

(14 000 rpm), hogy az esetlegesen az oszlopon maradt alkoholt teljesen eltavolitsuk.
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6. Végil 150 pl 70°C-ra elémelegitett eliicios puffert hasznalva a megtisztitott DNS-t
lemostuk az oszloprol és az adott minta jelolését tartalmazo 1,5 ml-es Eppendorf
csObe juttattuk. Ezt a 1épést egy masodik adag eludtum érdekében megismételtiik.

7. A tovabbi laboratériumi munka idejére az izolalt DNS-mintakat -20°C-on taroltuk.

Az izolalt DNS mennyiségét NanoDrop késziilék segitségével allapitottuk meg. A
tovabbi vizsgalatokat Miller-Butterworth és munkatarsai (2002), Han és munkatarsai (2008)
¢és Wood ¢és munkatarsai (2011) altal kifejlesztett mikroszatellita primerek kozil a —
régionkban — tiz legvariabilisabbal végeztiik, illetve a Bilgin és munkatarsai (2016) altal

hasznalt mitokondrialis kontroll régio HV1 szakaszat is vizsgaltuk.

4.2.1 Mitokondrialis HV1

A PCR 25 ul végtérfogaton ment végbe, amely mintdnként tartalmazott 0,125 pl Thermo
Fisher DreamTaq enzimet, 2,5 pl Thermo Fisher DreamTaq Green puffert, 18,625 ul
nukledzmentes vizet, 1 ul MgClz-t, 1,5 ul dNTP-t, 0,5-0,5 pl forward és reverse primert
(HV1-C: 5’-TGAATTGGAGGACAACCAGT-3’, HVI1-E: 5’-
CCTGAAGTAGGAACCAGATG-3” (Wilkinson és Chapman, 1991), valamint 2 pl DNS

templatot.

A PCR - melyet egy Techne Prime G. (Staffordshire, UK) gépben végeztiink — programja
a kovetkez0 volt: a kezdeti denaturacio 3 perc 94°C-on, a 40 ciklus: denaturacié 30 mp 94°C-
on, primer tapadas 40 mp 55°C-on ¢és szintézis 1 perc 72°C-on, majd végso szintézis 5 perc
72°C-on. Az igy keletkezett PCR termékek meglétét 1%-os agardz gélen elektroforézissel

ellendriztiik, majd a Macrogen Europe B. V.-nek kiildtiik szekvenalni.

4.2.2 Mikroszatellitek

Els6 1épésben néhany kivalasztott, elegendd DNS-t tartalmaz6 mintaval optimalizaltuk a
PCR reakcidkat. Megkerestiik a megfeleld primer tapadasi hdmérsékletet és ciklusszdmot,
amellyel az adott lokusz tiszta és értékelhetd eredményt ad. Kiilonbozé homérsékleteken
(50°C és 64°C kozott) probaltuk megtalalni a primerek optimalis kotodési feltételeit. A PCR
itt is 25 ul végtérfogaton ment végbe, a reakcidelegy megegyezett a HV1 marker

vizsgalatanal hasznalttal.

A vizsgalt mikroszatellita lokuszok PCR hémérsékleti profilja a kovetkezo volt: a kezdeti
denaturacio az MMO02, az MMO3, az MM 12, az MM18 és az MM23 lokuszok esetében 5
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perc 94°C-on, az Mschreib2 és Mschreib4 lokuszoknal 2 perc 95°C-on, tovabba a CH37, a
CHD2 és a CHB12 lokuszok esetében 15 perc 95°C-on. A ciklus az MMO03, az MM12, az
MM18 és az MM23 lokuszok esetében megegyezik: 40x: 45 mp 94°C -on, 1 perc 58°C-on
¢és 7 perc 72°C-on. A tobbi primer esetében azonban valtozo az idd, a tapadasi homérséklet
és a ciklusszam is. A végso szintézis az MMO02, az MMO03, az MM 12, az MM 18, az MM23,
az Mschreib2 ¢és az Mschreib4 lokuszok esetében 10 perc 72°C-on, a CH37, a CHD2 és a
CHB12 lokuszoknal pedig 20 perc 72°C-on. A PCR optimalizalas eredményeit és a végsod

profilokat az eredmények részben levo 2. tablazat foglalja dssze.

A PCR termékeket itt is 1,5%-o0s agardz gélen elektroforézissel ellendriztiik és ezen
eredmények alapjan, a mintdkat megfeleld toménységben, HIDI+LIZ size standard
hozzdadasaval elokészitettiik kapillaris elektroforézisre. A fragmentanalizist egy 3130 ABI
Genetic Analyzeren (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Usa) futtattuk. Az
allélhosszisagokat a PEAK SCANNER V1.0 program (Applied Biosystems) segitségével

olvastuk le.

A DNS izolélés, a PCR reakcidelegy elkészitése, valamint a kapillaris elektroforézishez
a PCR termékek el6készitése a legnagyobb koriiltekintés mellett torténtek UV fénnyel

sterilizalt elszivofiilkék alatt, steril eszkozokkel.

4.3 Adatelemzési modszerek

A mitokondridlis HV1 vizsgélatanal a visszakapott szekvencidk illesztését €s vagasat a
MEeGA7 programmal (Kumar és mtsai., 2016) végeztiikk, majd POPART 1.7 segitségével
(Bandelt és mtsai., 1999) Median Joining haplotipus halozatot készitettiink.

A mikroszatellitek vizsgalata soran a MICROCHECKER 2.2.0.3 programmal (Van
Oosterhout és mtsai., 2004) ellendriztiik, hogy az adatsorunk tartalmaz-e null-allélokat. A
GENALEX 6.503 segitségével (Peakall és Smouse, 2012) az alabbi vizsgalati eredményeket
kaptuk meg: a kiilonboz6 allélok és privat allélok szama, a megfigyelt (Ho) és vart
heterozigdcia (He) értékei, paronkénti Fst értékek, Nei-féle genetikai tavolsag és AMOVA
eredményei, tovabba fokoordinata analizist (PCoA) is végeztiink a variancia mintdzatanak
feltarasara és Mantel-tesztet a genetikai és foldrajzi tavolsag kozotti korrelacid vizsgéalatéra.
Az FSTAT 2.9.4. program (Goudet, 1995) az all¢lgazdagsagrol és az Fis értékekrdl adott
informaciot. A GENEPoP 4.2 (Raymond és Rousset, 1995) segitségével megvizsgaltuk, hogy
mintavételi helyenként van-e eltérés a HWE-tdl, hogy a lokuszok kozott talalunk-e olyat,
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ami LD-ban van, illetve csoportok kozotti isolation-by-distance analizist is végeztiink. A
populaciok struktarajat elészor a STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard és mtsai., 2000) segitségével
vizsgaltuk, mely genetikai adatok alapjan végzi az egyedek klaszterezését, térbeli
paramétereket nem hasznal. Az elemzések soran a K=1-12 értékeket allitottuk be, amik a
minimum ¢és maximum feltételezett populaciok szamat mutatjak €s tiz szimulaciot futtattunk
minden K értékre. A tovabbi beallitasaink a kdvetkez6ek voltak: admixture modell, korrelalt
allélgyakorisag, 450 000 MCMC ismétlés 150 000 elégetéssel. A AK értéket — ami Kifejezi
a legvalosziniibb K értéket — a STRUCTURE HARVESTER WEB 0.6.94 online program
segitségével hataroztuk meg (Earl és VonHoldt, 2012). Az utolso vizsgalatunk a GENELAND
4.0.9 R csomaggal tortént (Guillot és mtsai., 2005), ami a foldrajzi koordinatak
felhasznalasaval végzi az egyedek klaszterezését. A vizsgalat sordn az aldbbi beallitasokkal
dolgoztunk: 150 000 MCMC ismétlés, 150 elégetés, tiz fiiggetlen futas és K=1-12 a

populacidk szama.
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5 Eredmények

5.1 Mitokondrialis HV1

54 minta alapjan készitettiik el a haplotipus halozatot (7. abra), melynek csillag-szerti
alakja lett. Osszesen 16 haplotipust hataroztunk meg. A kdzépsé haplotipus a leggyakoribb
¢s majdnem az Osszes kolonidban meg is talalhatd, kivétel a bulgariai Aina-ini-barlang. A
tobbi haplotipus csupan 1-6 bp-ban kiilonbozik a leggyakoribbtol. Haplotipus diverzitasi
értéknek 0,74-et kaptunk.

Haplotipus halozat

1 minta

HUSZ
HUBB
HUAT
ROEV
RORB

SLSB
SLHB
BUGB
BUAB
SEPB
BHAB

0000000000

7. abra. Haplotipus hal6zat a PopART programmal készitve. 4 kiilonbozo szinek az egyes
mintavételi helyeket jel6lik, melyek négybetiis roviditése lathato az abra jobb oldaldan. A
korok mérete az egyes haplotipusokba tartozo mintak szamat szemlélteti.

5.2 Mikroszatellitek

5.2.1 Vizsgalt lokuszok

A PCR optimalizalasanak eredményeit a 2. tablazat foglalja 6ssze. Az MMO2 lokusz 40-
szer ismétlodo szakasza a kdvetkez6: 45 mp 94°C-on, anellalas 1 perc 62°C-on, majd 1 perc
72°C-on. Az Mschreib2 lokusznél a kovetkezd: 40-szer: 50 mp 95°C-on, anellalas 50 mp
59°C-on és 1 perc 72°C-on. Az Mschreib4 csak az anellaciés hoémérsékletben kiilonbozik az
Mschreib2-t61, ami ebben az esetben 56°C. A CH37 lokusz esetében 40-szer ismétlédik: 45
mp 94°C, 50 mp 62°C és 50 mp 72°C, mig a CHBI2 ett§l csak az anellacids
hémérsékletében tér el: ami 54°C. A CHD2 lokusznal 35-szor ismétlédik: a 30 mp 94°C, a
30 mp 56°C ¢és a 30 mp 72°C. A megfeleldonek vélt koriilményeket alkalmazva jol

leolvashat6 allélhossziisdgokat kaptunk, ezért az optimalizalas sikeres volt.
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2. tablazat. A mikroszatellita primerek PCR profiljai

Primer Kezdetl | e naturdeis | L mer Szintézis Viégso
denaturacio tapadas szintézis

MMO2 S Pere 9 oeC | 1 izrilzlzufc [ 1perc72C | [ Pere7eC
Il\\/lxll\l\//lﬁ?é’, I\I\//IIII\\/I/I12%5 S Pere O S p94eC | 1 izrililé;fc [ Lperc72°C | O PeeTC
Mschreib2 2 perc 95°C 50 mp 95°C ‘ 5§?n§§lsfc ‘ I perc 72°C 10 perc 72°C
Mschreibd | 2 perc 95°C |~ o g?n;”;l;osc e pec | 10pere72°C
CHa37 15 perc 95°C 45 mp 94°C ‘ 504?11(;'2;:(: ’ 50 mp 72°C 20 perc 72°C
CHD2 15 perc 95°C 30 mp 94°C ‘ 303;(;‘2ng ’ 30 mp 72°C 20 perc 72°C
CHBI2 | 15pere 95°C oo SSSH‘;';TOS T somp7asc | 20per 72

Az MMO3 és a CH37 lokuszokat kihagytuk a vizsgalatbol, mert nem voltak elég
variabilisak. Egyik lokusz sem tartalmazott null-alélokat, igy a fennmarado nyolc lokusszal
végeztik el az elemzéseket: MMO02, MM 12, MM18, MM23, Mschreib2, Mschreib4, CHD2
¢s CHB12. Az altalunk vizsgalt hosszliszarnyt denevér populaciok lokuszain megfigyelhetd
legkevesebb allélszam 2, mig a legtobb 16 volt. A lokuszonkénti allélgazdagsagi értékek
1,944 és 7,922 kozott talalhatoak (3. tablazat). A lokuszok kozott csak az Mschreib2 és az
MMO02 esetében talaltunk (p=0,0392) kiegyensulyozatlan

lokuszok szignifikans

kapcsoltsagot.

3. tablazat. A vizsgalt mikroszatellita lokuszok, ismétl6dé motivumaik, valamint az egyes
lokuszokon talalt allélok szama és az allélgazdagsag

Lokusz Ismétlédo motivum | Allélok szama | Allélgazdagsag
MMO02 di-tetra complex 5 2,71
MM12 dinukleotid 2 1,94
MM18 di-tri complex 11 6,06
MM23 di-tetra complex 10 571
Mschreib2 dinukleotid 4 2,34
Mschreib4 dinukleotid 16 7,92
CHD2 dinukleotid 7 3,74
CHB12 dinukleotid 8 3,61
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5.2.2 Mintavételi helyek variabilitasa

A lokuszok koziil szignifikansan eltér a HWE-t6l a HUBB mintavételi helyen MMO02
(p=0,0021) lokusz, a ROEV mintavételi helyen a Mschreib4 (p=0,0018) és a MM23
(p=0,0043) lokuszok, a RORB mintavételi helyen a MMO02 (p=0,0005) lokusz, a SLSB
mintavételi helyen a MMO02 (p=0,0140) lokusz, a BUGB mintavételi helyen a MMO02
(p=0,0095) lokusz, a SETK mintavételi helyen a CHD2 (p=0,0276) és a MMO02 (p=0,0251)
lokuszok, illetve a BHAB mintavételi helyen a MMO02 (p=0,0010) lokusz, 5%-0s
szignifikancia szint mellett. Az alapvet6 populacidgenetikai mérészamokat mintavételi

helyenként a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat. Populacidogenetikai mérészamok mintavételi helyenként

. . , Privat , i
Mintavétel Mintaszim All,elok allélok H, atlag H. atlag Fis
helye szama i (£SE) (+SE)
szama

HUSZ 18 34 3 0,47(+0,10) | 0,47(+0,10) 0,042
HUBB 18 38 1 0,53(+0,10) | 0,59(+0,08) 0,144
HUAT 16 40 1 0,59(+0,09) | 0,58(+0,08) 0,007
ROEV 18 31 0 0,42(+0,08) | 0,53(+0,09) 0,247
RORB 18 42 1 0,52(+0,10) | 0,57(+0,08) 0,117
SLSB 11 29 0 0,38(+0,10) | 0,45(+0,11) 0,208
SLHB 11 30 0 0,49(+0,06) | 0,55(+0,07) 0,154
BUGB 17 35 1 0,58(+0,09) | 0,57(+0,08) 0,002
BUAB 17 41 5 0,57(+0,06) | 0,63(+0,06) 0,120
SEPB 16 37 0 0,50(+0,08) | 0,56(+0,07) 0,104
SETK 16 31 0 0,47(+0,06) | 0,53(+0,06) 0,176
BHAB 16 34 0 0,53(+0,07) | 0,55(+0,08) 0,095

Az allélok szama 29 és 42 kozott jellemzé mintavételi helyenként. Osszesen 12 privat
allélt talaltunk: HUSZ mintavételi helyen a CHB12 lokuszon kett6t és az MMO2 lokuszon
egyet, a HUBB mintavételi helyen az MM23 lokuszon egyet, a HUAT mintavételi helyen
az Mschreib4 lokuszon egyet, a RORB mintavételi helyen az MM23 lokuszon egyet, a
BUGB mintavételi helyen az Mschreib4 lokuszon egyet, a BUAB mintavételi helyen az
MM18 lokuszon kettdt, az Mschreib4, a CHB12 és a MMO2 lokuszokon egyet-egyet. A
heterozigotak lokuszonkénti atlagos gyakorisaga (Ho) az egyes mintavételi helyeken 0,3 és
0,6 kozott valtozott. Ez az érték a legtobb mintavételi hely esetén csak kis mértékben tér el
a HWE alapjan vart heterozigocia értékétél (He). Az Fis értékek megmutatjak, hogy a

szubpopulaciokon beliili panmixis hidnya mekkora ardnyban okozza a heterozigdta hianyt.
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Az altalunk vizsgalt mintdkra vonatkozo Fis értékek 0,002 és 0,247 kozott talalhatoak. Az
AMOVA eredménye alapjan a teljes genetikai variancidnak csupan 2,27%-a adodik az egyes
mintavételi helyek kozti kiilonbségekbdl, ¢és a variancia 97,73%-a az él6helyeken beliil

figyelhet6 meg (84,68% az egyedeken beliil és 13,05% az egyedek kozott).

5.2.3 Mintavételi helyek kapcsolata
A mintavételi helyekre szamolt paronkénti Fst értékeket — melyek a szubpopulaciok

kozotti allélgyakorisag eltéréseket mutatjak — az 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat. Paronkénti Fst értékek mintavételi helyenként

HUSZ HUBB HUAT ROEV RORB SLSB SLHB BUGB BUAB SEPB SETK BHAB

Husz | 0,000

HusB | 0,054 0,000

HUAT | 0,037 0,019 0,000

ROEV | 0,056 0,015 0,020 0,000

RORB | 0,034 0,013 0,012 0,016 0,000

sLss | 0,032 0,054 0,043 0,041 0,039 0,000

SLHB | 0,049 0,030 0,026 0,034 0,024 0,048 0,000

BUGB | 0,038 0,024 0,029 0,035 0,027 0,044 0,041 0,000

BUAB | 0,052 0,023 0,027 0,041 0,024 0,068 0,039 0,012 0,000

SEPB | 0,047 0,012 0,020 0,020 0,020 0,049 0,019 0,023 0,023 0,000

SETK | 0,038 0,028 0,026 0,040 0,023 0,051 0,042 0,022 0,019 0,026 0,000
BHAB | 0,019 0,038 0,022 0,046 0,025 0,042 0,032 0,030 0,033 0,029 0,033 0,000

A paros Mantel-teszt kimutatta, hogy a populaciok genetikai tavolsaga (amit az isolation-
by-distance analizis eredményeként kapott Fst/(1-Fst) értékekbdl szamoltunk) a foldrajzi
tavolsagukkal nem korrelal szignifikansan (p=0,6700) (8.abra). R? értéknek 0,0735-et

kaptunk, ami azt jelenti, hogy ez a teljes variancianak 7,35%-at magyarazza.
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8. abra. A paros Mantel-teszt eredménye a genetikai és a foldrajzi tavolsag kozotti
kapcsolat kimutatasara

A 9. dbra a mintavételi helyeink fokoordinata analizisét szemlélteti a paronkénti Fsrt
értékekbodl szamolt genetikai tavolsadg alapjan, koordinata rendszerben. Az &bran nem
figyelhetdé meg a mintavételi helyek csoportosuldsa. A magyarorszagi Szarsomlyo, illetve a
szlovéniai Skocjan-barlangrendszer esik genetikailag legtavolabb a tobbi mintavételi

helytdl.

F6 koordinatak (PCoA)
® BHAB
® HUSZ
~ ® SETK
o
3 ® SEPB
@ HUAT
® HUBB ® sLsg
@ RORB @ SLHB
® ROEV

Coord. 1

9. abra. A paronkénti Fst értékek alapjan késziilt fokoordinata analizis eredménye. Az
abran fekete korokkel a mintavételi helyek roviditései lathatoak.
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A STRUCTURE program altal készitett elemzések és a kapott oszlopdiagram alapjan a K=1
tlint a legvaldszinilibb értéknek (AK=14,21), vagyis a mintavételi teriilet nem oszthato fel
alpopulaciokra genetikai adatok alapjan. Az oszlopdiagramon a mintavételi helyek
egyedeinek genotipusai lathatoak (10. abra), melyek mintanként viszonylag egységesnek
mondhatéak. Az Ln(P) D tapasztalati szabaly kimondja, hogy az a valos K érték, amelyik
utan a legnagyobb esés torténik a kovetkezé K értékre (Rosenberg és mtsai., 2001), ezt
figyelhetjiik meg a 11. abran, ahol ugyancsak a K=1 a legértelmezhetébb. A GENELAND
esetében is mind a tiz fiiggetlen futasnak K=1 lett az eredménye 52-61%-os valosziniiséggel,
ami azt jelenti, hogy a populéaciok feltehetden egy csoportba tartoznak a térbeli paraméterek

figyelembevételével is.

Az egyedek genotipusai mintavételi helyenként
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0.80 .

M-wlwwwuwwmww-

0.60

RS ﬂMuﬂmﬁﬁw -M‘*M%W

0.20

0.00
HUSZ HUBB HUAT ROEV RORB SLSBSLHB BUGB BUAB SEPB SETK BHAB

10. abra. A STRUCTURE altal készitett oszlopdiagram az egyedek genotipusaival,
mintavételi helyenként.

K valosziniiségi értékei
-3700
-3650
-3600
-3550
-3500

L (K)

-3450
-3400
-3350
-3300

11. abra. K valoszintiségi értékei (K=1-12)
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6 Ertékelés, kovetkeztetések

A hosszuszarnyu denevér populdciok genetikai szerkezetét ¢és a kozottik levd
kapcsolatokat mas orszdgokban is vizsgaltdk mitokondridlis és nukledris markerek
segitségével (Miller-Butterworth és mtsai., 2003; Tian és mtsai., 2004; Pereira és mtsai.,
2009; Bilgin és mtsai., 2016; Giiriin és mtsai., 2019). Ezek koziil legjelentdsebbnek a Giiriin
¢s munkatarsai altal készitett, a hosszliszarnyu denevér egész elterjedési teriiletét atfogo,
vizsgaltak, melyek kozott viszont vegyesen voltak nyari sziil6koloniak és téli szallashelyek
is, melyeknek eltéré genetikai diverzitasuk lehet. A vizsgalt orszagaik kozott nem volt jelen
az altalunk kutatott Magyarorszag, Szerbia és Bosznia-Hercegovina, tovabba mintaik nagy
részénél nem tortént ivarmeghatarozas, igy 6k is azt javasoltak, hogy tovabbi vizsgalatokra

van sziikség.

Kutatasunkban féleg nyari hossziszarnyu denevér koldnidkat vizsgaltunk, melynek két
oka volt. Az egyik, hogy mivel a denevérekre jellemz6 a magas szintii filopatria, igy az anyai
agon 6roklédé mtDNS tanulmanyozésara ezek a legalkalmasabb kolonia tipusok (Dietz és
Kiefer, 2016). A masik ok pedig a koloniak genetikai diverzitasa volt, hiszen példaul a téli
hibernal6 kolonidkra magasabb genetikai diverzitas jellemzd, mivel gyakran mas koloniabol
szarmazo egyedeket is befogadnak a hibernacios idészak végéig (Pereira és mtsai., 2009). A
mitokondrialis HV1 markert féleg néstény példanyokon vizsgaltuk. Eredményeink alapjan
megallapitottuk, hogy az altalunk mintdzott egyedek nagy része egy haplotipusba tartozik,
amely egy kivételével (bulgariai Aina-ini-barlang) az Osszes mintavételi helyen beliil
megtalalhatd volt. A tobbi jelen levé 15 haplotipus pedig 1-6 bp-ban kiilonbozik a
leggyakoribbtol. Haplotipus diverzitasnak 0,74-et kaptunk, ami azt jelenti, hogy ha
véletlenszertien kivalasztunk két allélt, akkor azok 74% valosziniiséggel kiilonbozni fognak.
Ezek alapjan elmondhatd, hogy habar megfigyelhet6 az egyedek kozotti genetikai diverzitas,
a strukturaltsaguk nem tal er6s. A miénkhez hasonld eredményeket és csillag-alaki
haplotipus hal6zatokat kaptak Pereira és munkatarsai (2009), Bilgin és munkatarsai (2016),
illetve Giirlin és munkatarsai (2019) a hosszszarnyu denevér kiillonb6z6 mitokondrialis

markereinek (CytB, HV1) vizsgalata soran.

A nuklearis mikroszatelliteken alapulé eredményeink ugyancsak a strukturaltsag hianyat
¢s az alacsony genetikai diverzitast mutatjak a populdciok kozott. A nyolc lokuszon végzett

Osszes elemzéslink azt mutatja, hogy az allélek nagyjabdl egyforma elterjedésiiek és a
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populaciok kozott nincsenek jelentds eltérések. A legtobb mintank egy csoportba tartozik
(K=1) a klaszter-elemzéseink alapjan, mind csupan genetikai-, mind foldrajzi adatokat is
figyelembe véve. A populaciok Osszehasonlitasara szolgdlo Fst értékeink nagyon
alacsonyak (Fst=0-0,068), amihez hasonlét Giiriin és munkatarsai (2019) is kaptak (atlagos
Fst=0,015). Vizsgalati eredményeiket a null-all¢lek feltételezhetd jelenléte és a Wahlund-
effektus hatdsa helyett egy nem olyan régen tortént populacié expanzioval magyarazzak,
mivel null-allélra utalo jeleket csak egy mintavételi hely egy lokuszan talaltak. Null-allélek
az altalunk vizsgalt lokuszokon sem voltak és tovabbi elemzéseink soran nem talaltuk a jelét
tdvolsdg miatt kialakuld esetleges izoldcionak. Mindezen vizsgdlatok alatdmasztjdk a
populacidk kozotti strukturdltsag hianyat, ami ellentétben all azzal a magas szintlinek vart
populaci6 strukturaltsaggal, melyet ilyen nagy elterjedési teriilettel rendelkez6 kis emldsok
esetében varunk. Az AMOVA eredménye szerint a teljes genetikai variancianak csupan
2,27%-a adodik a populaciok kozotti kiillonbségekbdl, a tobbi 97,73% pedig az ¢lohelyeken
beliil figyelhetd meg. Ezt az alacsony genetikai diverzitast feltételeztiik a faj populacioi
kozott, hiszen a kiemelkedd repképesség ¢és a him egyedek vandorldsa okozta intenziv
génaramlas csokkentik a populaciok kozotti genetikai kiilonbségeket (Palmeirim és

Rodrigues, 1995; Pereira és mtsai., 2009; Giiriin és mtsai., 2019).

Vizsgalatunk sordn a 6 kérdés az volt, hogy a kiilonboz6 széllashelyek egymastol valo
foldrajzi tavolsaga hogyan befolyasolja a populaciok genetikai szerkezetét és diverzitasat.
Kérdésiinkre a valaszt a paros Mantel-teszttel kaptuk meg, miszerint a mintavételi helyek
kozotti foldrajzi tavolsag nincs jelentds hatassal (p=0,6700) a populaciok kozotti genetikai
tavolsagokra. Veliink ellentétben Pereira és munkatarsai (2009) azt az eredményt kaptak,
hogy a Portugéilidban vizsgalt hosszuszarnyl denevér kolonidk genetikai tdvolsaga
szignifikansan (p<0,05) korrelal a foldrajzi tavolsagukkal. Azonban Giiriin €s munkatarsai
(2019) mar a mi eredményeinkhez hasonldoan nem talaltak jelentds (p=0,13) korrelaciot
kozottik a faj egész elterjedési teriiletét vizsgalva. Eredményiink feltételezhetden annak
koszonhetd, hogy ez a denevér egy hosszu tava vonuld faj, aminek a rekordtavolsaga tobb
mint 800 km (Hutterer és mtsai., 2005) és vizsgalatunkban a két legtavolabbi populacio6 (egy
szlovéniai és egy bulgariai) egymastol 1égvonalban kb. 1100 km-re van. Nincs kozottiik
jelentds foldrajzi barrier (pl. tenger), igy konnyen elképzelhetd, hogy ha nem is kozvetleniil,
de kozvetett modon kapcsolatban dallnak egymadssal, akdr a himek vandorlasanak
kovetkeztében, akar 6szi parzasi idoszakban vagy akar teleléshez hasznalt szallashelyeik

felkeresése soran. A hossziszarnyu denevérek az altalunk vizsgalt mintavételi helyek koziil
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6szi gyiilekezohelynek is hasznaljak pl. a Bomboly-banyat (7000-8000 pd) és Szarsomlyot
(1500-2000 pd), de hibernal6 kolonidknak egyarant otthont ad a Bomboly-banya (0-50 pd)
és Szarsomly¢ (500-1000 pd), tovabba a Rumunyesti-barlang, a Petnicka-barlang, Toplik és
a Skocjan-barlangrendszer (2500-4500 pd) is.

Foldrajzilag egymastdl legtiavolabb esd két mintavételi helyiink a szlovén Skocjan-
barlangrendszer és a bolgar Aina-ini-barlang. A  Skocjan-barlangrendszer nyari
hosszuszarnyu denevér sziil6koloniaja 1000-2500 egyedbdl all, mig az Aina-ini-barlangé
500-1000 egyedbdl. Habar a Mantel-teszt eredménye alapjan a geografiai tavolsagnak nincs
statisztikailag is szignifikans hatasa a genetikai tavolsagokra (p=0,6700), mégis ez a két
populacié volt genetikailag is a legmesszebb egymastol. Az egyébként alacsonynak
mondhato paros Fst értékek koziil is e két hely kozotti érték a legmagasabb (Fst = 0,068).
Az Aina-ini-barlangban a legmagasabb tovabba a privat allélok szama (5 db) és a
mitokondrialis markeren alapuld haplotipus halozatban is ez az egyetlen olyan populacio,

amelyben nem talalhaté meg az altalunk meghatarozott leggyakoribb haplotipus.

A kutatasunk sordn az allomanyok kozotti szoros kapcsolatok feltardsa egyrészt azt
jelenti, hogy egy, a Lloviu-virus miatt kialakuld esetleges lokalis kihalas esetén tudjuk, hogy
honnan lehet potolni a fajt, mivel ismerjilk a genetikailag hozza legkdzelebb allo
populacidkat. Fontos azonban kiemelni, hogy a hossziszarnyll denevér egy veszélyeztetett,
ritka faj majdnem az egész elterjedési teriiletén, ezért egy ilyen pétlas nagyon alapos
tervezést igényel, hogy a forraspopulacidk se sériiljenek jelentds mértékben. A
természetvédelem masik szempontjabol azonban ezen szoros kapcsolatok hatranyt
jelentenek a fajra nézve, hiszen feltételezhetéen a him egyedek nagyobb tavolsagokra vald
vonulasuk soran magukkal hurcolhatjak a Lloviu-virust. A magyarorszagi Mad melletti
helyszin (Bomboly-banya) — ahol mar tobb fertdzott egyedet is talaltak — genetikailag
nagyon kozel all a tobbi populacidhoz a paronkénti Fst értékek alapjan, sét az atlagos Fsr
érték (Fst = 0,026) itt a legalacsonyabb. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a virust hordozo
allatok ujabb jarvanyokat és tomeges pusztulasokat okozhatnak mas teriileteken, igy
tovabbra is kiemelten fontos az ismert kolonidk 2016 6ta megkezdett havi rendszerességii

ellendrzése a kolonidk stabilitasanak és egészségének megorzése érdekében.
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7 Osszefoglalas

A denevérek életében fontos szerepet tolt be a vonulas, ami hatassal van a populaciok
genetikai strukturdjara is. Vonulo fajok Iévén, a denevérek magukkal hordoznak kiilonboz6
patogén szervezeteket, amik késdbb komoly betegségek forrasai lehetnek. A fokozottan
védett hosszuszarnyu denevér esetében — ami egy hosszu tavli vonuld faj — tobb orszagban
is tomeges pusztulasokat figyeltek meg, amelyek soran tobb ezer egyedbdl allo kolonidk
tlintek el. Ezt a folyamatot a Lloviu-virus okozta, ami a 2002-es spanyolorszagi felfedezése

utan tobb mint egy évtizeddel Magyarorszagon is megjelent.

Kutatasunk célja a hosszuszarnyu denevér populdcidgenetikai vizsgalata volt (nuklearis
¢s mitokondriadlis DNS markerek segitségével) a kiillonbozé geografiai régiok kozotti

kapcsolatok feltarasa érdekében.

Vizsgalatunkat hat orszag (Magyarorszag, Romania, Szlovénia, Bulgaria, Szerbia,
Bosznia-Hercegovina) 12 hosszszarnyt denevér populacidjabol szarmazo szarnymintakkal
hipervariabilis szakaszat (HV1) és tiz mikroszatellita lokuszt vizsgaltunk, melyek

segitségével késobb jellemeztiik az egyes mintavételi helyek genetikai valtozatossagat.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a vizsgalt hosszszarnyt denevér populaciok
genetikailag gyengén strukturaltak. Habar a mitokondrialis marker esetében kis mértékben
megfigyelhetd a genetikai diverzitds, az a nuklearis markerek esetében kevésbé mutathato
Ki. A molekularis varianciaclemzés eredménye szerint a teljes genetikai variancianak csupan
2,27%-a adodik az egyes mintavételi helyek kozti kiilonbségekbdl, és a variancia 97,73%-a
az él6helyeken beliil figyelhetd meg. A mintavételi helyek kozotti foldrajzi tavolsag nincs
jelentds hatassal a populacidk kozotti genetikai tavolsagokra. Az egyedek klaszterezése
soran K=1 értéket kaptunk, miszerint a vizsgalt populaciok egy csoportba tartoznak. Ez
egyrészt jO, mert egy esetleges lokalis kihalas esetén a mar feltart, genetikailag legk6zelebbi
populaciobdl tudjuk potolni az elpusztult egyedeket. Masrészt azonban a populaciok kozotti
szoros kapcsolat kovetkeztében a denevérek — foleg a him egyedek — magukkal hurcolhatjak

a Lloviu-virust, ezzel Gjabb jarvanyokat okozva mas teriileteken is.
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8 Abstract
Population genetic analysis of Schreiber’s bent-winged bat (Miniopterus schreibersii)

Migration is a fundamental aspect in the life of bats affecting the genetic structure of the
population. Being migratory species, bats may carry various pathogens that might cause
serious diseases. Recently, mass extinctions have been observed in several countries in case
of the highly protected, long-distance migratory species, Schreiber's bent-winged bats, that
resulted in the disappearance of colonies of thousands of individuals. This was caused by
the Lloviu virus that appeared in Hungary more than a decade after its discovery in 2002,
Spain.

The aim of our research was to analyse the population genetics of Schreiber's bent-winged
bats, using nuclear and mitochondrial DNA markers, in order to understand the connections
between different geographical regions.

Wing samples from 12 populations of Schreiber's bent-winged bats from six countries
(Hungary, Romania, Slovenia, Bulgaria, Serbia and Boshia and Herzegovina) were
collected. We examined the hypervariable sequence (HV1) of the control region of the
mitochondrial DNA as well as ten microsatellite loci which were later applied to characterize

the genetic diversity of the sampling sites.

Our results suggest that the populations of Schreiber's bent-winged bats are genetically
weakly-structured. Although, little genetic diversity is observed for the mitochondrial
marker, it is less detectable for the nuclear markers. The analysis of molecular variance
proved that only 2.27% of the total genetic variance is due to differences between sampling
sites and 97.3% of the variance is observed within habitats. We found that the geographical
distance between sampling sites did not have a significant effect on genetic distance between
populations. During the clustering of the individuals we obtained a value of K=1, according
to which the examined populations belong to the same group. This might be advantageous
because in the case of a possible local extinction we can translocate the individuals from the
genetically closest populations. However, due to the strong connections between the
populations, these bats, especially the male individuals might become the vectors of the

Lloviu virus triggering novel epidemics in distinct areas.
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11 Témavezetoi ellenjegyzés

Témavezetdi nyilatkozat
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(Miniopterus schreibersii) populaciogenetikai vizsgalata” cimii szakdolgozatat ismerem, azt
beaddsra és védésre alkalmasnak tartom.

Budapest, 2020. 4prilis 15.
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