Kutatasi jelentés
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A 2014-es évben 61 merulést hajtottunk végre a Vakrakok kutatasa céljabal,
mely merilések a kutatasi naploban rogzitésre kertltek.



El6zmények:

A 2013-ban végzett kutatasokbdl egyértelmden kidertlt, hogy a Molnar Janos-
barlang a kordbban kimutatott Niphargus thermalis DUDICH, 1941 vakbolharak
fajon kivil tovabbi két Amphipoda-, egy Isopoda- és egy Neotaenioglossa fajnak
ad otthont. A fajok pontos beazonositasa tovabbi

vizsgalatokat igényelt. A 2014-es évben elsGsorban genetikai vizsgalatokat
végeztink, a filogenetikai helyzetek tisztazasanak érdekében. A korabban
begylijtott mintak elemzése jelen kutatasi jelentés készitésekor fajonként
eltéré feldolgozasi szinten van.

Modszerek:

A Malacostraca egyedek faji szinti meghatarozasahoz targylemezes
preparatumokat készitettink. A preparatumok elkészitése soran a
nemzetkozileg elfogadott protokollt kovettik (fehérjék eltavolitdsa KOH
oldatban, mészsdk eltavolitdsa a kiltakarobdl HCl-ban és desztillalt vizben,
festés chlorazol black és glicerin keverékével, végtagok, szajszervek preparalasa
és glicerin-zselatinba-agyazdsa sztereomikroszkép alatt). A Niphargus fajok
esetében az elkésziilt preparatumok morfometriai feldolgozasat analySIS work
5.0 programmal torténik, mig az Asellus aquaticus egyedek mérésénél az erre
alkalmasabb Imagel) 1.47 szoftvert hasznaljuk. A molekularis vizsgalatok soran
az kilonboz6 felbontasok elérésének érdekében, konzervativizmusukban eltéré
markereket alkalmaztunk (28S, H3,COIl) a kilénb6z6 vizsgalatokhoz illeszkedve,
olykor fajonkénti eltérésekkel. A hasznalt primerek és PCR ciklusok fajonként
lettek optimalizalva a megfelel6 mindségli kromatogrammok érdekében. A
morfoldgiai vizsgalatokat a Magyar Természettudomanyi Mdzeum Allattaraban
és az EOtvds Lérand Tudomdanyegyetem Allatrendszertani és Okoldgiai
Tanszékén, mig a genetikai vizsgalatokat a Ljubljanai Egyetem Barlangbioldgiai
Tanszékének Genetikai Laboratériumdban (Oddelek za Biologijo, Biotehniska
Fakulteta, Univerza v Ljubljani) és a Florida International University Brackem-
Grissom Laboratériumaban végezziik.



Eredmények:

A 10 egyeden végzett morfoldgiai elemzés soran megallapitast nyert, hogy a
barlangban illetve a Malom-téban megtalalhaté N. thermalis egyedek nem
mutatnak konzekvens morfoldgiai eltérést a N.hrabei S. KARAMAN, 1932
jellemz6 jegyeit6l. A 2013-as év genetikai vizsgalatait kiegészitendé a COI
marker vizsgalatat iranyoztunk el6. A vizsgalandd génszakasz a primerkotd
locuson variabilitast mutat, ezért a megfelel6 minéségl kromatogrammokhoz,
az eddig hasznaltaktol eltéré primerpar alkalmazasara, illetve az Uj primerhez
igazodd PCR optimalizalas volt szikséges. A probaszekvenalasok eredményei
biztatdak, de a fellép6 technikai problémak miatt, a végleges eredmények a
jelentés készitésének id6épontjaban nem alltak rendelkezésre. A meglévd
részadatok elemzése azt mutatja, hogy a faj, a nyilvanvaléan nagyon kozeli
rokon (valészinlsitheté a két faj azonossdga) N.hrabei mellett, a N. dudichi
HANKO, 1924 és a N. hungaricus MEHELY 1937 fajokkal mutat viszonylag kézeli
rokonsagot. A 2014-es évben nagy hangsulyt fektettiink a megfigyel6
merulésekre, melyek soran megerdsitést nyert az a korabbi feltételezés, hogy a
faj a barlangon belil jellemz6en a thermocline zénakban fordul el6. A faj
allando barlangi jelenléte egyértelmd, az viszont csak tovabbi, az eddigieknél
részletesebb molekularis vizsgalatokkal donthetd el, hogy a barlangi és a tavi
populacié milyen mértékd izolaciét mutat, illetve mekkora a populaciok kozotti
génaramlas mértéke. A Malom-tdban él6 populacido esetében aggodalomra
adott okot a kordbban tapasztalt alacsony egyedszam. A MTA OK Duna-kutaté
Intézetének munkatarsaival egyeztetve kiprébaltunk egy —altaluk Amphipoda
fajokra  széles korben alkalmazott- befogasi moddszert, melynek
eredményeképpen a Malom-tobdl, a korabbinal megnyugtatéan nagyobb
denzitas volt kimutathato.

A tovabbi két el6forduld Niphargus faj esetében nem tértént jelent8s
el6relépés. Az egyik feltételezett fajnal mostanra az altalunk elGiranyzott
szekvenciak mindegyike rendelkezésre all. Ezek szerint a faj a N. molnari fajhoz
all legkozelebb. A N. molnari esetében végzett, 107 taxon adatainak
bevonasaval készilt torzsfa alapjan, ez nagyon korai elkilonulési agat jelent a
genus tobbi ismert fajahoz képest. Az Gsi elkiilonilés miatt feltételezheté az
éléhely korai kolonizacidja. A masik feltételezett faj molekularis vizsgalata
soran technikai nehézségek voltak, melyeket a korabban alkalmazott
protokollok atalakitasaval sikerilt csak megoldani. A felmerilt nehézségek
miatt a jelentés készitésének id6pontjaban nem alltak rendelkezésre a faj
filogenetikai helyzetének, és a két faj rokonsagi viszonyainak tisztazasahoz
szukséges adatok.



Az Asellus aquaticus LINNAEUS, 1758 a barlangban nagy szdmban fordul el6, és
két valtozatat lehet elkiiloniteni. Az egyik valtozat teljesen felszini jegyeket
mutat, mig a masik valtozat erdsen troglomorph megjelenésid. Mind
tudomanyos, mind természetvédelmi szempontbdl fontos kérdés a két valtozat
kulonallasanak mértéke. A troglomorphizmus lehet ugyan fenotipusos variancia
eredménye, de valdszinlibb a genotipusos eltérés. Amennyiben a genetikai
izolaltsag kimutathato, abban az esetben a speciacid egy igen érdekes esetével
allunk szemben. A génaramlas mértékének felméréséhez statisztikailag
értelmezhetd mintaszamu szekvenciara van szliikség megfelel6 markerekre
vizsgdlva (12S, 16S, COI). A vizsgalatba sziikséges bevonni a Malom-téban él6
egyedeket, és legalabb egy, foldrajzilag tavolabb Iév6 populacid egyedeit. Az
ilyen léptékld molekularis vizsgalat a megfelel6 mennyiségd munka
befektetésén tul jelentds koltségeket von maga utan. A vizsgalat anyagi
feltételeinek megteremtése egyel6re sikertelen volt, de az el6készité
vizsgalatokat megkezdtiik.

A Molnar Janos-barlangban el6forduld Bythiospeum genusba tartozd csigafaj
morfoldgiai alapon torténé beazonositasa nem jart sikerrel. llyen esetekben
megoldast a molekularis mddszerek alkalmazasa jelentheti. A faji szintl
beazonositasra a széles korben alkalmazott COl marker (barcoding szekvencia)
a legalkalmasabb. A barlangbdl gyl(jtott egyedek szekvenciainak elemzése azt
mutatja, hogy a legkdzelebbi rokonsagban két németorszagi fajjal (Bythiospeum
suevicum (GEYER,1905) Bythiospeum quenstedti (WIEDERSHEIM, 1873)) allnak.
Mivel ezekt6l a fajoktél minddssze egyetlen bazisbar kilonbség mutatkozik,
ezért feltételezhet6en ugyanazokrdl a fajokrél van szé. A kétséges taxondmiai
helyzet felolddsat a Bythiospeum oshanovae L. PINTER 1968 molekularis
vizsgdlata jelentheti. A B. oshanovae egyetlen szigetkozi lel6helyrdl ismert,
raadasul ez a lel6hely csak megfelel6 Duna-vizallasnal hozzaférhetd, ezért az
egyedek begyljtése nehéz feladat volt. Jelenleg a begyljtott mintak genetikai
vizsgalata zajlik.
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