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1. Bevezetés

Az emberi populacié mérete jelentdsen megndtt az elmult évtizedek sorédn, s
ezzel nagymértékben emelkedtek igényei a Fold természeti forrasai irant. Ezen
igényeket feleldtleniil, a kornyezetben bekdvetkezett valtozasok figyelmen kiviil
hagyasaval elégitette ki, amely példatlan ¢éldhely ¢és biodiverzitas csokkenést
eredményezett az ¢lovildg rendszereiben. A XXI. szdzad hajnaldn az emberiség
raébredt, hogy a fenntarthat6 fejlodés érdekében paradigmavalts sziikséges és nagyobb
figyelmet kell szentelni a kornyezetiinkben bekovetkezett, altalunk generalt
valtozasokra (MEA 2005). A fosszilis energiahordozok nagymértékii kitermelése ¢€s
felhasznalasa, az esOerddk feleldtlen kitermelése, a 1égkdriinkben egyre nagyobb
mennyiségben jelenlévd, altalunk kibocsajtott iiveghdzhatasti gazok mennyiségének
novekedése mind novelik az 0koszisztémank terheltségét, és ehhez még hozzdjarul a
természetes ¢€lohelyek felszdmoldsa a mezdgazdasagi és ipari teriiletek javara. A
bioldgiai rendszerek ,,megszoktak”, hogy alkalmazkodniuk kell a bizonyos kdrnyezeti
valtozasokhoz, ugyanakkor az emberiség altal generalt valtozasokkal kiegészitett
szelekcids nyomads sok esetben nagyobb, mint amikkel természetes koriilmények kozott
talalkoznanak, ezért is figyelhetd meg magas foku leépiilésiik. A biologiai rendszerek
alkalmazkodoképessége ezen 1) koriilményekhez nagymértékben fiigg a fajok
adaptacios képességétol, amely azok genetikai sokféleségén alapul (Laakso et al. 2006),
hiszen minél sokfélébb genetikai alloméannyal rendelkezik egy faj, annal nagyobb
eséllyel keriilnek elé beldle olyan kombinacidk, amelyek képesek reagdlni a
megvaltozott szelekcios tényezOkre. Az Okoszisztémakat monitoroz6 alapkutatasok
egyik fontos feladata, hogy azonositani tudjak azon fajokat, amelyek adaptacios
potencialja kisebb, igy képtelenek lennének kiils6 segitség nélkiil alkalmazkodni.

A kiilonboz6 kutatasi teriiletek egyiittes alkalmazéasaval nagyobb esélyiink nyilik
arra, hogy megértsiik ezt a globalis problémat, illetve képesek legyiink megoldani azt
(Collins et al. 2007). Az eltéré megkozelitési modok szintézisével lehetdségiink nyilik a
rendszerek tokéletesebb megismerésére, valamint azonositani tudjuk a rendszerek
hatterében zajlé mechanizmusokat, és a problémak ismeretében képesek lehetiink

nagyobb hatasfokkal kezelni azokat.



A molekularis bioldgiai moddszerek hasznalata a XX. szdzadban hatalmas
fejlédésen ment keresztiil és egy kiilon tudomanyagga nétte ki magat. A modszerek
mara megszokott rutinszeri alkalmazasa ¢és a kisérleti koltségek csokkenése révén
lehetéség nyilt e moddszertan alkalmazasanak Kkiterjesztésére ¢€s alternativ
felhasznalasara. Kutatok ramutattak, hogy a molekuldris genetikai modszerek
bevonasaval, illetve azok okoldgiai modszerekkel vald kiegészitésével sokkal nagyobb
hatasfokkal tudjuk monitorozni a biologiai rendszereket, ezért kiemelik ezen
kollaboracios torekvések minél altalanosabb elterjedésének fontossagat (EPBRS 2003).
A bioldgiai rendszerek jellemzésénél azok sokféleségét célszerti tehat vizsgalni,
Osszefoglald néven a biodiverzitast (McCann 2000). Nem meglepd, hogy a molekularis
modszerek alkalmazésa is erre koncentral.

A populaciok fenotipikus sokféleségének az alapja a genetikai sokféleségiik,
azonban a kornyezeti faktorok is hozzajarulnak a fenotipushoz, ezt nevezziik
reakcidnorménak. A tradicionalis 6kologia a vizsgalt organizmus kornyezeti faktorokkal
kiegészitett fenotipusat vizsgélja, ami egy Osszetettebb képet ad a biodiverzitasrol, nem
allapithatd meg pontosan, hogy a vizsgalt populaciok eltérései milyen aranyban
szarmaznak a kornyezet hatasaibol és a populaciok kozti genetikai kiillonbségekbol. A
szekvencia alapi modszerekrél azonban elmondhaté, hogy kizardlag a genomi
kiilonbségeket vizsgalja, ezért alkalmas a biodiverzitas genetikai hétterének
vizsgalatara. Altalinossigban valésziniisitheté, hogy egy morfolégialag soksziniibb
populécié mogott allo genetikai diverzitds is magasabb Osszehasonlitva egy hasonlo
lehetnek eltérések, igy ennek az elméletnek az igazat, illetve mértékét minden egyes
esetben érdemes kisérletesen vizsgalni.

Kisérleti eredmények ramutattak, hogy a ndvénypopulaciokon beliili genetikai
diverzitas mértéke hatassal van a veliik egyiitt €10 mas fajokra is (Vellend 2006), az
izeltlabu kozosségek struktardjara (Fritz & Price 1988), valamint az adott
Okoszisztémaban lezajlo folyamatokra egyarant (Schweitzer et al 2004). Megfigyelhetd,
hogy az endemikus fajok eltlinésével és a generalista fajok szamanak novekedésével az
egylitt €16 fajok kozdsségei egyre homogénebbé valnak (McKinney & Lockwood 1999,
Mace et al. 2005). Ezen kutatasok ramutattak a biologiai rendszerek Osszetettségére,
illetve arra hogy egyetlen egy faj eltlinésével is nagymértékii degradacioé 1éphet fel egy
¢l6helykomplexben. Kiilonbozd biologiai rendszerek ellenalloképességét vizsgalva

kideriilt (Tilman 1996, Naecem & Li 1997), hogy az emberi zavardstdl mentes ¢és
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fajgazdag rendszerek ellenalloképessége az uj valtozasokkal szemben sokkal nagyobb,
mint azon degradalt rendszereké, amelyek az ember altal generalt kiilonb6z6 hatasoknak
elézoleg ki voltak téve. A fajok adaptacids képessége a kornyezeti valtozasokhoz tehat
fligg a populaciok genetikai diverzitasanak nagysagatol (Reed & Frankham 2003). A
genetikai varidciok megléte a kiilonboz0 szinteken eléfeltétele a populaciok
védettségének, mind a rovid -, mind a hossza tava valtozasokkal szemben (Ditto & Frey
2007, Saccheri et al. 1998). Kimutattak azt is, hogy a magasabb foku genetikai -, és
fajdiverzitas noveli az Okologiai rendszerek védelmét akar olyan nagymértéki
valtozasokkal szemben is, mint a klimavaltozas (Reusch et al. 2005), vagy akar
novelheti az invaziv fajokkal szembeni védelmet (Hughes & Stachowicz 2004). Annak
ellenére, hogy a fajok genetikai diverzitdsdnak vizsgéalata mekkora jelentdséggel bir,
nem elég széles korben foglalkoznak vele, kiilondsen a Pannon Okorégioban, mely
teriilet magyarorszagi érintettsége jelentés mértéki. A térségben a kulcsfajok és
kozosségek érzékenységének megallapitdsa a kornyezeti valtozdsokkal szemben
nemcsak a magyar, hanem az eurdpai kozosség szamadra is fontos informacidval bir.
Ezen folyamatok kivizsgaldsa szempontjabdl is jelentds a kiilonb6zd kutatési teriiletek

egylittes alkalmazasa.

1.1. Molekularis genetikai modszerek az 6kolégiaban

A diverzitast négy kiilonbozd szinten lehet értelmezni: fajok kozott, fajok
populacioi kozott, a populaciokon beliil a szubpopulaciokon, illetve egyedek kozott. A
genetikai diverzitds becslése a vizsgalt organizmusok allél Osszetételének vizsgalata
alapjan torténik. A genetikai diverzitds vizsgélatara kiilonb6z6 modszerek allnak
rendelkezésre (Baker 2000). A modszertant két alapvetd csoportra lehet osztani: az elsd,
amikor un. specifikus markerekkel dolgozunk, amelyekhez sziikséges a genom
szekvencidjanak bizonyos szintlli ismerete, mig a masodiknal véletlenszerien
generalunk markereket, melyhez nem sziikséges elézetes ismeret a genomrol. Szdmos
konkrét modszer alkalmazasa terjedt el (Allan 2010), jelen munkaban csak egy-két
példat mutatunk be: az elsére a mikroszatellit markereken alapuld, illetve az
EcoTILLING modszert, mig utobbira a RAPD technikat, melyet a bemutatott

munkaban is hasznaltunk.



1.1.1. Szekvencia-specifikus amplifikacion alapulé médszerek

Ezen mddszerekhez az adott fajbol bizonyos szekvenciaismeretek sziikségesek,
melyek segitségével primereket tervezhetiink, igy PCR-rel amplifikalhatjuk a kérdéses
genomi régiot, majd kiilonbozé technikdkkal vizsgalhatjuk a kiilonboz6 egyedekben
fellelhetd valtozatokat, vagyis allélokat.

Az egyik az un. mikroszatellit alapi modszer. Lényege, hogy a genomban
vannak olyan részek, ahol néhany bazisparos (leggyakrabban 1, 2, vagy 3 - tagun)
ismétlddések vannak. A DNS megkett6z6dése soran a polimeraz ezeknél a szakaszoknal
hajlamos hibdzni, igy keletkezhetnek olyan valtozatok, melyek eltérd tagszamu
ismétlodést hordoznak. Ezeket akar egyszer(i agar6z gélelektroforézissel vagy a jobb
felbontast eredményezd poliakrilamid gélelektroforézissel tehetjiik lathatova.
Azonositva az ilyen szakaszokat tartalmazd genomi részeket, és rajuk primert tervezve
lehetéség nyilik az adott régid valtozatainak vizsgalatara és ezaltal a diverzitas
jellemzésére a kiilonb6z6 szinteken.

A masik ilyen moddszer az un. EcoTILLING, melynek alapja a TILLING
(Targeting Induced Local Lesions IN Genomes) modszer, melyet eredetileg a kémiai
agensek altal kivaltott pontmutaciok detektalasara fejlesztették ki (Colbert et al. 2001).
A modszer kiterjesztésével azonban a természetes populdciokban az evolucid sordn
felhalmoz6dd mutaciok karakterizalasara is felhasznalhato (Comai et al. 2004). Az
EcoTILLING soran elészor szintén PCR amplifikacidt végziink gondosan megtervezett
primerekkel, célzott genomi régiokban ha lehet, ismert funkcidji génekhez kapcsoltan,
azok intron vagy 5°/3” 4t nem ir6d6 szakaszain, ahol tobb polimorfizmus varhato. Ezt
kovetden a PCR reakcidban képzddott termékeket denaturaljuk, illetve renaturaljuk,
vagyis a kétszala DNS szalait szétvalasztjuk, majd Gjraegyesitjiik. Ha a vizsgalt DNS
szakasz eltérd allélokbol amplifikalodott fel, akkor a homoduplexeken kiviil un.
heteroduplexek is képzddik, melyben az esetleges eltérések (egyedi nukleotid
kiilonbségek, roviden SNP-k /Single-nucleotid polymorphism/, vagy rovid
inszercids/delécids kiilonbségek, roviden INDEL-ek) deformaciot eredményeznek a
kettds spiral lancon és kihurkolodnak. Ezt a hurkot képes felismerni az tn. Cell enzim,
¢s ezen a ponton belevag a DNS szélba, ezért a renaturalds utan a reakcioelegyet
enzimatikus kezelésnek vetjiik ala (Cell), mely révén a heteroduplexekbdl rovidebb
fragmentek vagodnak ki. A reakcidelegyben keletkezd fragmenteketdenatural6d

poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) detektaljuk, és a fragmentek mintazatat
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értekeljiilk, azonositjuk az allélokat. A vizsgalatban kapott kiilonbozd allélok
kozvetleniil is alkalmazhatoéak a diverzitas jellemzésére, azonban a jellemzését késobb

szekvenalassal még pontosabba is tehetjiik.

1.1.2. A RAPD modszer

Az egyik legelterjedtebb multilokuszos technika a RAPD (Random Amlified
Polymorphic DNA). A RAPD modszernél nem sziikséges az adott fajbol eldzetes
szekvencia informacié, mely megmagyardzza miért olyan népszeri a genetikai
diverzitas térképezésénél a molekularis dkologidban. Ehhez az is hozzajarul, hogy az
elézéeknél kisebb koltséggel jar6 modszer, azonban nagy technikai kihivast is jelent,
megbizhatd eredményekhez csak akkor jutunk, ha megfeleld ismételhetéséggel tudjuk
végezni a kisérleteket.

A RAPD (Williams et al. 1990, Welsh & McClelland 1990), az egyik
legaltalanosabban hasznalt PCR alapi genetikai Gjlenyomat eldallitasara alkalmas
eljaras. Ezzel a modszerrel képesek vagyunk detektdlni a szekvencia szintll
polimorfizmusokat a genomban, tetszéleges szekvencidju primerekkel. RAPD markerek
sikeresen alkalmazhatéak a gének vagy genomi régidok kapcsoltsaganak kideritésére
csoportszegregacios analizissel (Michelmore et al. 1991, Torjék et al. 2002) és
genetikai térképezéssel (Williams et al. 1993). Ez az eljaras szintén széles korben
alkalmazott genetikai variabilitas detektalasara, mint példaul genetikai analizisre az
egyedek illetve a populaciok szintjén, keresztezési rata vizsgalatara és filogenetikai
kapcsolatok kideritésére (Kresowich et al. 1992, Kiss et al. 2001).

A RAPD modszernél véletlenszerli Osszetételli rovid (10-mer hosszusaga)
primereket hasznalunk amplifik4ciora a tisztitott genomi DNS mintdkon. A kapott DNS
fragmenteket gélelektroforézissel megfelelden szétvalasztjuk, a mintazatot értékeljiik. A
rovid primerekkel végzett PCR preciz kivitelezést kivan, maskiilonben megbizhatatlan
amplifikaciokat kapunk. Csak az ismételt kisérletekben megbizhaton amplifikalodo
fragmenteket vonjuk be a vizsgalatba, ezek egyedi jelzést kapnak, és jelenlétiik vagy
hidnyuk jelzi az adott egyedben, populdcioban a vizsgalt 16kusz jelenlétét vagy hidnyat.
Az igy generdlt adathalmaz megfeleld statisztikai kiértékelésével kaphatjuk meg a

valaszokat a diverzitasrol a feltett kérdésekre.



1.1.3. A RAPD alkalmazasa a gyakorlatban

1.1.3.1. Nemesitett és vad tipusi névények 6sszevetése

A RAPD modszert elészeretettel hasznaljadk a nemesitett ndvények genetikai
allomanyanak Osszehasonlitdsara a vad tipuséval, annak megallapitasara, hogy
mennyire kiiloniil el ez utobbitol a domesztikalddott csoport. Az Afrikdban termesztetett
tehénbors6 (Vigna unguiculata) genetikai variabilitasanak leirasa soran (Ba et al. 2004)
példaul kimutattak, hogy a nemesitéssel a termesztett fajta genetikai allomanya és a
genetikai variabilitasa eltér a vad tipusétdl. A vad tipus karakterizdlasa sordn §sszesen
198 RAPD fragmentet detektaltak, melybdl 181 bizonyult polimorfnak a 30 vad csoport
kozott, mig a 26 termesztett csoport 146 RAPD fragmetet adott, melybdl 108 mutatott
polimorfizmust. A két csoport 142 RAPD Ildkuszban mutatott egyezést, amig 56
fragment csak a vad csoportban volt jelen, addig a termesztett csoport csak 4 1okuszban
mutatott kiilonbséget. Az adatok abrazolasara és értékelésére UPGMA ¢és Neighbour
joining modszereket hasznaltak, és mindkét dendogram megegyezett abban, hogy a két
csoport jol elkiiloniilt egymastol. Hasonlo képet kaptak az tn. PCO-val (Principal

Coordinate analysis), melyet az 1. abra szemléltet.
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1. abra. A tehénborsé (Vigna unguiculata) vadon €16 és termesztett csoportjainak
elkiiloniilésének bemutatasa PCO segitségével. A kitoltott és a ,, T” alakzatok a

termesztett, az liregesek a vad tipusokat reprezentaljak (Ba et al. 2004).



Az abran az is latszik, hogy a két nagy csoport egyértelmii szétvalasa mellett a
vad tipusu csoportok egymadstdl is jobban elkiiloniilnek, mig a termesztett csoportok

egymashoz is jobban hasonlitanak.

1.1.3.2. Felhasznalasi példak az 6kolégiaban

A molekularis O6kolégidban szamos példat talalunk a RAPD hasznalatara,
melyek koziil a biodiverzitdas monitorozdsa €s a populdciok szerkezetének leirasa a
legjelentdsebb.

A Himalajaban €16, ajakosok csaladjaba tartozo és veszélyeztetett Eremostachys
superba populacioinak vizsgalata soran a kutatok (Verma et. al. 2007) hat populaciot
vizsgaltak RAPD modszerrel. Az adatokat a genetikai tavolsagokon alapuld Neighbour
joining (Saitou 1987) mddszert alkalmazva kimutattak az egyik populaciéo nagyfoku
elkiiloniilését a tobbitdl. Mantel tesztet (Mantel 1967) alkalmaztak arra, hogy a foldrajzi
¢és genetikai tdvolsag kozotti kapcsolatra fényt deritsenek. A Mantel teszt ramutatott,
hogy a genetikai és fizikai tavolsadg kozott erds az Osszefiiggés (r = 0.9033), de a
korrelacidé nem volt szignifikans a 95 %-0s konfidencia intervallumban.

Egy masik tanulmény soran az Eszak — Vietnamban é16 Flemingia macrophylla
populacidinak vizsgalata soran 37 éléhelykomplexbdl gytijtottek mintdkat, melyek egy
része alfoldi, masik része lejtds teriiletekrdl szdrmaztak (Heider 2007). A RAPD
kisérletek kiértékelését nyolc primerrel kapott mintazatokbol végezték el és 47 RAPD
lokuszt vizsgaltak, melybdl 38 bizonyult polimorfnak. A genetikai tavolsdgokat a
Jaccard féle hasonlosagi koefficiensbdl szamitottak, és ezen koefficiens segitségével
készitettek UPGMA dendogrammot, mely a 2. abran lathat6. A nagyszdmu polimorf
RAPD lokuszok ellenére az atlagos hasonlosagi index (JSC = 0.67) alapjan a csoportok
nem mutattak nagyfokt elkiiloniilést. Az UPGMA modszerrel azonositottak
nagymértékben elkiiloniilé csoportokat az alacsonyabb, illetve magasabb helyrol
szdrmazo6 mintak kozott. Mantel teszttel nem mutattak ki korrelacidt (Mantel teszt: R =
0.21; P = 0.016), mely azt mutatja, hogy a csoportok elkiiloniilése nem a foldrajzi
tavolsaguknak koszonhetd. Egyértelmii az elkiilontilés a 300 méteres tengerszint feletti

magassagtol lentebb és fentebb €16 csoportok kozott, és a kutatok felhivtak a figyelmet



arra, hogy ennek valdszinilileg a génaramlas hianya lehet az oka, és a faj védelmének

szempontjabol ez nem elhanyagolhato.
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2. abra. A lejtén (1. csoport), illetve az alfoldon (2. csoport) ¢16 F. macrophylla
populaciok elkiiloniilését bemutatd UPGMA dendogram (Heider 2007).

Az irodalomban mar leirt példdk alapjan elmondhaté, hogy a populaciok
szerkezetének leirdsdra és a csoportok elkiiloniilésének detektdlasdra rendelkezésre
allnak jol hasznalhatd6 mddszerek. A molekularis bioldgiai technikakkal nyert adatsorok
segitségével a genetikai tdvolsag kiszamitasara tobb modszer is alkalmazhato (példaul:
Nei’s és Jaccard féle), és az ezeken alapul6 UPGMA és a Neighbour joining jol
abrazolja a csoportok esetleges elkiiloniilését. A csoportok elkiiloniilésének dbrazolasara
a PCO is jol hasznalhat6. Az kapott genetikai elkiiloniilések és az aktualis foldrajzi
tesztek elvégzése elegendd a populaciok szerkezetének leirasara, illetve a foldrajzi

tavolsagtol eltérd hatasok indikacidjanak kimutatasara.
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2. A munka kozvetlen el6zményei és célkitiizések

Munkank egy nagyobb projekt része, melynek célja, olyan, a Pannon Okorégiora
jellemzd fajok kivalasztasa és diverzitds vizsgdlata, melyek jol reprezentaljak
¢lohelyiiket, illetve jo indikatorai az emberi zavardsnak. A projekten beliil a mi
munkank a homoki ternye (Alyssum tortuosum) kiilonb6z6 homokbuckas populacidinak
RAPD markerekkel torténé molekularis genetikai jellemzése.

A faj kivéalasztasanal fontos szempont volt, hogy a Pannon Okorégiora jol
jellemzé faj legyen, endemikus faj legyen, de legalabb a régidra jellemz6é valamely
¢él6helykomplexben altalanosan el6forduld fajok koziil kertiljon ki. A faj taxondmiai
szempontotbdl tisztazott legyen, illetve a terepi mintagylijtést megkonnyitendd, jol
felismerhet6 legyen ugyanakkor kelléen valtozatos legyen, de alfajokra ne kiiloniiljon.
Fontos szempont volt tovabba, hogy a faj kellden nagymértékben reagdljon a zavarasra,
de ellenall6 is legyen vele szemben (ne pusztuljon ki, ennél fogva vizsgalhat6 legyen).

Ezen irdnymutatok figyelembevételével keriilt kivalasztasra a homoki ternye
(Alyssum tortuosum). A homoki ternye a keresztesviraguak (Brassicaceae) csoportjaba
tartozd apro termetli, altaldban erdsen elagazo félcserje, 10 — 30 cm magasra nd,
gyakran elheveredd habitust. Nyilt és enyhén zar6dé homokpusztagyepekben ¢€l, illetve
dolomit és mészkdsziklagyepekben, igen jol birja a szarazsagot €s a tiizé napot. Régota
tiszta, 6nallo fajnak tekintik. A fajt kiilonboz6 éldhelyeken azonositottuk és célunk
minél teljesebb korli morfoldgiai, és molekularis markerekkel torténd jellemzése. A
morfologiai jellemzést masik kutatdcsoport végzi, igy jelen dolgozat ezt nem

tartalmazza. .

Jelen munka célja az volt, hogy a rendelkezésiinkre allo eszkoztar
segitségével, RAPD markerek felhasznalasaval elvégezziik a vizsgalatban résztvevo
homoki ternye populiaciok molekularis jellemzését. A faj populacidibol gylijtott
mintadkon elvégzett kisérleteknél a populacion beliili és a populacidk kozotti genetikai
variabilitdsanak a leirasat tartottuk szem eldtt. Ugyanakkor arra kerestiik a valaszt, hogy

a faj miképpen reagdl az emberi zavarasra a genetikai alloméanyaban.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. A vizsgalt homoki ternye populaciok

A vizsgalatba bevont populdciock a Duna — Tiszta kozti homokbuckas
tertiletekrdl keriiltek kivalasztasra. A kivalasztott nyolc, méretében ¢€s tulajdonsagaiban
eltérd populdciot az 3. abra szemlélteti. A kivalasztott populdciok koziil a bocsai,
fiillophazai és a csévharaszti populacid a legnagyobb, emberi zavardsoktdél mentes,
illetve az el6fordulasi teriiletiikon 0Osszefliggd foltokban fordultak eld, méretiik
szazezres nagysagrendben mérhetd. A tatarszentgyorgyi €s az orgovanyi populaciok 5
és 10 ezer egyedet tartalmaztak, emberi zavardsnak kozepesen Kkitett, foltokban
feldusul6 populaciodk, a kunadacsi populacié csak méretében kiilonbozik az el6bbiektol,
1 és 5 ezer kozotti egyedet szamlalt. A tazlari és a balastyai populdciok erdsen
legeltetett teriileteken fordultak eld, a populdciok er6sen degradaltaknak bizonyultak. A

balastyai populacié mérete 40 egyedet, a tazlari teriileten 80 egyedet sikertilt talalni.

.,

/

\\\ « Csévharaszt /-\/\)

‘ Tatéarszetngyoray
] ~

Kunadacs /
b 4
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.i Bocsa

S Taziar
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e —‘v
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3. abra. A homoki ternye (Alyssum tortuosum) vizsgalt populacioinak elhelyezkedése a
Duna — Tisza kozén. A t4jékozodas megkdnnyitése érdekében feltiintettiik a térképen

Magyarorszag vizrajzat.
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3.2. Homoki ternye mintagyiijtés

A mintagyljtéseket a nyari vegetacios periodusban végeztiikk Lhotsky Barbara
vezetésével. A mintagyijtéseknél torekedtiink az egyedek elkiilonitésére, mégpedig ugy
hogy az egy Osszefiiggd kicsi foltbol csak egy novény (lehetd legfiatalabb) leveleit
gyujtottilk, a kovetkezdt tavolabbrol szedtiik, elkeriilenddé hogy azonos klonok
legyenek.

Az egyes populaciokon beliilli adott teriileteken elkiilonitettik a
szubpopulaciokat a foltok elkiiloniilése alapjan, és szubpopuldcionként 10 egyedet
gyljtottiink. A tazlari és a balastyai populaciok oly mértékben voltak degradaltak, hogy
a begylijtott kevés egyed is egy pici foltban helyezkedett el, igy onnan 6sszesen csak 10
egyedet sikeriilt gylijteni. A populdcidkon beliil a szubpopulaciok elhelyezkedése és az
egyedek abrazolasa, valamint a RAPD vizsgalatba bevont szubpopulacidkat a

mellékletekben tiuntettik fel.

3.3. Genomi DNS tisztitas

A nodvényi mintak szaritott leveleib6l 5 db-ot dorzsoltiink el 275 pul CTAB
extrakcios pufferben (2% CTAB, 0,1 M TRIS (pH 8), 20 mM EDTA, 1,4 M Nac(Cl, 0,5
% B-Merkaptoetanol) kvarchomok segitségével, majd 56 °C-os vizfiirddben 1 oraig
inkubaltuk. Ezt kovetden 5 perces centrifugalas (15000 rpm) utan a feliiluszot leszivtuk,
majd a DNS izolalast oszlopon folytattuk a gyarto altal megadott protokoll szerint. A
kapott DNS minta mindségét és mennyiségét agardz gél elektroforézissel ellendriztiik (1
%-os gélen), majd a mintdkat a megfeleldé modon higitottuk a RAPD-hez sziikséges

koncentraciora.

3.3.1. RAPD reakcidok

A RAPD primerekkel végzett PCR reakciok alapjaul a Williams et. al. (1990)
altal leirt modszer szolgalt. A RAPD reakcioelegy Osszetétele a kovetkezOképpen allt
Ossze: 25 ng novényi DNS minta, 5 pmol RAPD primer és 1 unit Taq polimerdz enzim

25 ul 1x Taq polimeraz pufferben, amely tartalmazott 200 uM mindegyik dNTP- bél és
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2,5 mM MgCl,-ot. A RAPD PCR reakcid egy 4 perc hosszusagu 94 °C- os denaturacios
1épéssel kezdddott, és egy ugyancsak 4 perc hosszisagi 72 °C-os fazissal zarult. A két
fazis kozott 40-szer ismétlédtek a kovetkezo ciklusok: 94 °C 5 masodpercig, 37 °C 1
percig és 72 °C 1 percig. A tesztelésnél hasznalt 60 db 10-mer primer mindegyike
kiilonb6z6 nukleotid sorrendii volt, a kdzos benniik az volt, hogy legalabb 60 % volt a G
— C tartalmuk. A 60 primer az OPAA 1 — 20, OPAB 1 — 20 és az OPAF 1 — 20, mely
szamozas a gyartotdl szarmazik (Operon technologies, Alemada, California, USA). A
részletes RAPD elemzéshez a kovetkez6 10 primert hasznéltuk: OPAE 15
(TTCCGAACCCQ), OPAF 04 (GGTGATCAGG), OPAF 06 (GGGAATTCGG), OPAF
14 (TGCTGCAGGT), OPAB 02 (TGATCCCTGG), OPAB 07 (GGTGACGCAG),
OPAB 09 (TGGGGGACTC), OPAB 10 (CTGCTGGGAC), OPAB 14
(TCCGCTCTGG), OPAB 18 (CCACAGCAGT). A PCR reakciokat PTC-100 (MJ
Research) termocyclerrel végeztiik. A PCR reakciok elvégzése utan a reakcidelegyet 2
%-o0s agardz gélre vittilk fel, és a fragmentek szétvalasztasdhoz megfeleld hosszan
végeztik a gélelektroforézist. A DNS-t Etidium-bromid festéssel ¢és UV fény
segitségével tettiik lathatova, a gélfotokat a Kodak Molecular Imaging Software version
5.0 segitségével készitettiik. A reakciok fragment mintazatat vizualisan értékeltiik.

A RAPD reakciokban kapott DNS fragment mintdzatok megbizhatosagat
ismételt reakciokban igazoltuk. A megbizhatoéan amplifikalodo fragmenteket egyedi

jelzéssel lattuk el.

3.4. Statisztikai médszerek

Az adatok feldolgozasahoz a Microsoft Excel és a Past ver. 2.17. (Hammer
2001) programokat hasznaltuk. A  RAPD  reakciokban  kapott DNS
fragmentmintazatokat binarisan kodoltuk (1 = fragmentum jelenlét; 0 = nemlét), az
egyes primerekhez tartozé adatokat kiilon Excel tablazatokba vittikk, majd ezeket
Osszesitettilk. A genetikai tavolsag (Nei’s 1972) kiszamitasara és a statisztikai probak
elvégzésére a Past programot hasznéltuk. A populédciok elkiiloniilésének vizsgéalatara
UPGMA és Neighbour joining klaszteranaliziseket, valamint PCO-t (Principal
Coordinate analysis) végeztiink szintén a Past program segitségével. A foldrajzi és a

crer

XLSTAT bdvitménye segitségével.
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1. A kisérleti koriillmények optimalizalasa

Kisérleteink célja a homoki ternye kiilonboz6 él6helyekrdl szdrmazd mintdinak
genetikai valtozatossaganak jellemzése volt molekularis (RAPD) modszerrel, melyhez
célunk volt a leghatékonyabb kisérleti rendszer beallitasa. A nyolc helyen gytijtott 280
egyedi minta egyenkénti vizsgalatat kivaltando el6szor azt teszteltiik, hogy a mintak
elegyben torténd jellemzése milyen Osszetételben lenne optimalis. Mivel a populaciok
kozti eltérések mellett a populdcidkon beliili kiilonbségek kimutatdsira a megfeleléen
megvalasztott szubpopuldciok vizsgalata is elegendd adatot szolgaltathat, igy eszerint
allitottuk Ossze a teszteket. Az elsd 1épésben néhany egyedi novény DNS mintdjaval
végzett RAPD mintazatot hasonlitottuk 0ssze az egyedi DNS mintdkbol készitett
elegyeken, ahogy ezt a 4. és 5. abrak szemléltetik. A RAPD reakciok soran kapott DNS
fragment mintazatokban a megbizhatéan amplifikdlhatd fragmenteket egyedi
betlijelzésekkel lattuk el, a kiilonbozd gélek mintazatain ezeket megfeleltettiik
egymasnak és igy kovettiik az egyes fragmentek jelenlétét, illetve hianyat az egyedi (4.
abra), és az elegyeken (5. dbra) végzett reakciokban. Jol lathatd, hogy az adott primerrel
végzett RAPD reakcidbban szamos megbizhatéan amplifikdlodd fragmentet
reprezentalnak az elegyek (fragmentek A-L), ezen fragmentek kozott az
szubpopulaciokban azonos (fekete betiijelll) és eltéré fragmentek (szines betljeli) is
vannak. Az is kideriilt a kisérletekbdl, hogy néhany (az 5. abran nyilakkal jeldlt)
fragment csak az egyedi DNS mintakon végzett reakcidkban mutatkozik meg, az
elegyekkel nem, am ezek szamat az elegyek alkalmazasaval nyert informacio mellett
nem tlint szignifikansnak. Az 5. A 4bran lathato egy kisérlet, melyben vizsgaltuk, hogy
egy adott szubpopulaciot vajon megfeleléen reprezental-e egy 5 egyedbdl allo eled. A
kunadacsi K41-45, K46-50, valamint a K41-50-nek nevezett tiz egyedi DNS mintabol
készitett elegyeken végzett RAPD nagyban megegyezd eredménye nem mutatott érdemi
kiilonbséget. Mindent Osszevetve ugy itéltiik meg, hogy az egy szubpopuléciobdl
szarmaz6 Ot egyedi DNS minta elegyei megfeleléen reprezentdljdk az adott

szubpopulaciot a tervezett dsszehasonlitasokhoz.
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4. abra. Az OPABI8 primerrel egyedi DNS mintdkon végzett reakciok gélképe. Az
abra A. részében a ,,K” jelli mintdk a Kunadacsbdl szarmazo, mig B. részben a ,,B”
jelzéstiek a bocsai populaciobol szarmaznak. Az A — L jelzésti fragmentek a jol
ismételhetéen amplifikdlodé fragmenteket jelolik, melyek az elegyekben is jelen
vannak. A piros, illetve kék jelzésti fragmentek az elegyekben polimorfnak bizonyulo
fragmentek. Nyilakkal jeloltiik azokat a fragmenteket, amelyek csak az egyedi DNS

mintakkal végzett reakcioban azonositottunk.
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5. abra. Az OPAB 18 primerrel végzett RAPD kisérlet egyedi DNS mintak elegyein.

A. A Kunadacsrdl szarmazo egyedek 5 tagu, illetve 10 tagh elegyein végzett RAPD
mintazatok dsszehasonlitasa. K41-45, K46-50, K41-50.

B. A Kunadacsrodl szarmazo elegyek: K11-15 (11, 12, 13, 14, 15 sz. egyedek) K 46-50
(46, 47, 48, 49, 50 sz. egyedek) egyedeinek, valamint a Bocsarol szarmazoé elegyek: B1-
5(1,2,3,4,5 sz. egyedek) és B41-45 (41, 42, 43, 44, 45 sz. egyedek) RAPD mintazata.
A-L-ig terjed6en jeloltiik a fragmenteket a 4. abranal leirtak szerint. A polimorfizmust
mutatd fragmentek koziil pirossal jeloltiik a kunadacsi populdcioban megjelend, mig

kék jelzéssel a bocsai populacidban jelen 1évo fragmenteket.

A kovetkez6 felmeriild6 kérdés, hogy vajon egy populécion belill hany
szubpopulacio elegyén végzett RAPD reprezentalja megfeleloképpen a populacio
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fragmentosszetételét a mas populaciokkal vald Gsszevetésben, illetve melyekkel lehet a
populacidkon beliili diverzitast is jellemezni. Ertelemszeriien el3szor a populaciokon
beliil két, egymastol tavol esd szubpopulaciot valasztottunk ki az Sttagii DNS elegyek
elkészitéséhez, majd egy harmadik, ,kozbiils6” szubpopulacié egyedeibdl is
készitettiink elegyet. Tobb primerrel és két populacioban is vizsgalatokat végeztiink,
melynek eredményeként megallapitottuk, hogy a két, egymastél tavol eso
szubpopulaciohoz képest a harmadikként bevont Szubpopulaci6 nem eredményezett
szamottevd Uj fragmentet. Egy példat erre a 6. dbra szemléltet. Ugy itéltiik meg, hogy
vizsgalatainkhoz egyelére két, egymastdl tavol esd szubpopulacid elegye elegendd

mértékben reprezentalja az adott populaciot.

K11_15 K26_30 K46_50

— [ e

6. abra. Az OPAB 14 primerrel elvégzett PCR reakciok képe. A K jeli elegyek a
kunadacsrdl szarmazé 11-15, 26-30 és 46-50-es szamu egyedeibdl késziiltek. Nyillal
jeloltiik azt a fragmentet amely a harmadik elegy bevonasaval jelent meg.

A fenti eredmények tiikkrében elmondhatd, hogy bar az egyedi DNS mintakkal

kapott RAPD mintazatok a legrészletesebbek, az elegyek hasznalata megfelel6 szamu és
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mindségli fragmentet eredményez, melyek alkalmasak a populdciok dsszehasonlitasara,
illetve koltséghatékonyabb is. Tovabba az 5 egyedbdl allo elegy megfelelden
reprezentalja az adott szubpopulaciot. Két szubpopulacié elégséges mértékben képviseli

az adott populéciot. Ezen eredmények tiikrében végeztiik el a homoki ternye nyolc

s

4.2. RAPD reakciok és elsddleges értékelésiik

Miutan meghataroztuk, hogy a Homoki ternye mely DNS elegyeit akarjuk
vizsgéalni RAPD reakciokban templatként, egy masik fontos Osszetevot, a hasznalando
primereket is kivalasztottuk. Hatvan kiilonb6z6 10-mer primert teszteltiink (lasd
Anyagok és Mddszerek fejezet) két-két templaton. A primerek kivalasztasdnal a primer
altal generalt fragmentek szamat és megbizhatosagat tartottuk szem el6tt, melyet
ismétlésben teszteltiink. Ennek eredményeként 10 primert valasztottunk ki, melyekkel
elvégeztiik a RAPD reakciokat mind a 14 DNS elegyen megfeleld ismétlésekkel. Az igy
kapott RAPD fragment mintdzatokon a fragmenteket egyedi azonositoval lattuk el és
primerenként minden egyes mintaelegy fragmentOsszetételét tablazatban rogzitettiik.
Ezaltal azonosithatok lettek az egyes mintaeclegyek kozt polimorfizmust mutatod
fragmentek, és azok is, melyek mindegyik mintaban megtalalhatok voltak (azonos vagy
monomorf fragmentek). Az ily modon a fragmentek kiilonb6z6 szubpopulaciokbani

jelenlétérdl, illetve hianyardl kapott adatokat tablazatos formaban Osszesitettiik.

A hasznalt tiz primer altal a 14 mintaelegyen kapott fragmentek szamat, illetve a

detektalt polimorfizmusok mennyiségét az 1. tdblazat szemlélteti.
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Primer kod  szekvencia Kapott fragmentek szama

Polimorf Monomorf >
OPAE 15 TTCCGAACCC 11 2 13
OPAF 04 GGTGATCAGG 8 6 14
OPAF 06 GGGAATTCGG 17 3 20
OPAF 14 TGCTGCAGGT 6 2 8
OPAB 02 TGATCCCTGG 15 3 18
OPAB 07 GGTGACGCAG 9 4 13
OPAB 09 TGGGGGACTC 13 4 17
OPAB 10 CTGCTGGGAC 7 1 8
OPAB 14 TCCGCTCTGG 14 3 17
OPAB 18 CCACAGCAGT 17 4 21
Osszes 117 32 149
PFA (%) 78.5

1. tablazat. Az egyes primerekkel a 14 mintaelegyen végzett RAPD reakciokban kapott

fragmentek szama, megoszlasa, illetve a detektalt polimorf fragmentek aranya (PFA).

Az egyes RAPD primerek 4altal kapott mintdzatokat aztdn a vizsgalt
szubpopulaciok szerint Osszesitettiik egy Osszefliggd adatsort kapva ezzel a
mintalegyenkénti fragmenteloszlasrol.

Az Excel tablazatban vezetett 0sszesitd tablazatot a Past programba beolvasva
kiszamitottuk a vizsgalt szubpopulaciok kozotti hasonldosag mértekét a Nei’s féle
koefficiens alapjan. Igy megkaptuk a mintaelegyek altal reprezentalt szubpopulaciok

kozotti genetikai tavolsagok matrixat, melyet a 7. abra szemléltet.
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-KL1-15 KdE-SD[El-S |B.1L-45|c1-5 ]Cdl-dS]FE-lD [Fsﬁ-.:n:n[clz-s |D]1-25|T5:-5 ]Tsu-zsin-'s [331-5
K11-15 1

K46-50 054 1

B1-5 0,70 o700 1

B41-45 0,73 074 o088 1

C1-5 066 067 071 078 1

Ca1-45 o0 o071 o073 0,73 092 1

F&-10 066 065 076 079 073 073 1

F36-40 063 065 074 077 o7l 074 051 1

01-5 0,65 o063 071 o078 o073 o074 o7 o077 1

021-25 061 061 o059 074 07| 073 077 077 092 1

T51-5 0,66 067 073 o078 o7 o7 077 077 084 083 1

T521-25 066 067 071 078 073 07| o074 o7 o083 o080 095 1

T1-5 062 o063 o071 o073 o7 o073 o077 o7 o075 o078 o8] o079 1
Bal-5 060 061 069 073 071 073 075 073 071 072 078 076 0386 1

7. abra. A mintaelegyek kozotti genetikai tavolsdg matrixa. A matrixon lathato elegyek
roviditései: K11-15; K46-50 (Kunadacsrél szarmazé szubpopulacidk a fentebb leirtak
szerint), B1-5; B41-45 (Bocsar6l szarmazo szubpopulaciok), CI1-5; C41-45
(Csévharasztrol szarmazd szubpopulaciok), F6-10; F36-40 (Fiilophazarol szarmazo
szubpopulaciok), O1-5; 021-25 (Orgovanyrol szarmazo6 szubpopuléciok), TS1-5; TS21-
25 (Tatarszentgyorgyrdl szarmazo szubpopulaciok), T1-5 (Téazlarrdl szadrmazod

szubpopulécid), illetve a Bal-5 (Balastyardl szarmazo szubpopulécio).

4.3. A populaciok szerkezete

A kapott RAPD fragmentek populaciokon beliili megjelenését és eloszlasat a 2.

tablazat mutatja, melyben feltiintettiik az adott populaciok becsiilt egyedszamat is.

Bar a 10 primerrel végzett kisérlet soran azonositott 149 RAPD fragment kozel
80 %-a mutatott polimorfizmust a mintaelegyek kozott, a populacion Dbeliili

polimorfizmus joval kevesebb, atlagosan 15,2 %-0s (SD= 4,12).
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Populacio BE Y PFSZ PFSZ% GTyp AGT

Bocsa >20000 66 14 21,2 0,89 0,72 (0,69-0,75)
Csévharaszt >20000 71 11 15,5 0,92 0,7 (0,66-0,74)
Fiilophéaza >20000 75 13 17,3 0,91 0,73 (0,65-0,79)
Kunadacs 1-5000 57 7 12,3 0,94 0,64 (0,6-0,69)
Tatarszentgyorgy 5-10000 76 7 9,2 0,95 0,74 (0,66-0,79)
Orgovany 5-10000 76 12 15,8 0,92 0,72 (0,6-0,79)
Tazlar 80 70 n.a. n.a. n.a. 0,74 (0,6-0,86)
Balastya 40 67 n.a. n.a. n.a. 0,72 (0,6-0,86)

BE: populécio becsiilt egyedszama

>": populécioban detektalt 6sszes RAPD fragment

PFSZ: populécion beliil polimorfizmust mutatd fragmentek szama
PFSZ%: polimorf fragmentek szdzalékos értéke

GTpop: populacion beliili genetikai tavolsag

AGT: populacié atlagos tavolsaga és intervalluma a tobbi populaciotol

2. tablazat. A vizsgalt populaciok altalunk vizsgalt primerekkel kapott szerkezete

(polimorf fragmentek szama, genetikai tavolsag), becsiilt egyedszdma lathato.

A 8 populéci6 vizsgélata soran azonositasra keriilt 149 fragment koziil atlagosan
69,7 (SD+ 6,4) fordult el6 populacionként. Tovabba az is megfigyelhetd, hogy a
legvaltozatosabb szubpopulacidk (bocsai szubpopulaciok) is nagyobb hasonldsagot
mutatnak, mint a legkozelebb allo populaciok (Tazlar és Balastya). A Nei’s féle
genetikai tavolsag (hasonldsdg) a populacion beliil 0,88 és 0,95 kozott mozgott, a
populacidk kozott ugyan ez az érték 0,59 (Baldstya és Kunadacs kozott) és 0,86
(Balastya ¢és Tazlar kozott) volt.
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4.4, Statisztikai probak

A populaciok és a populacidkat alkotdé szubpopulacidik egymashoz valod
viszonyanak leirasdra €s vizualizalasara tobb probat is alkalmaztunk. A Nei’s féle
genetikai tdvolsagon alapul6 klaszteranalizisek koziil az UPGMA ¢és a Neigbour joining
modszereket alkalmaztuk
végeztiink el. A populaciok egymashoz vald viszonyanak leirasdhoz egy masik

modszert, a Principal Coordinate analysis-t (PCO) is elvégeztiik.

4.4.1. UPGMA Kklaszteranalizis

A populaciok elkiiloniilésének leirasara a genetikai tdvolsagon alapul6 UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) klaszteranalizissel kapott
eredményt a 8. dbra szemlélteti. Az 4bran szinkoddal jeldltik a populaciok
csoportositasat. Zold szinnel a zavarasnak kevéssé kitett, piros szinnel a kdézepesen
zavart, mig kék szinnel az erdsen zavart és degradalodott populacidkat jeloltik. A
dendogrammon jol latszik, hogy a populaciok szubpopulaciéi minden esetben
egymashoz kozel keriiltek. A dendogrammon a kunadacsi populacié korai levélasa
latszik a tobbi populédcidtol. Az erésen zavart populaciok hasonlésaga is jol latszik,
illetve az hogy a két masik kozepesen zavart tertilettel alkotnak k6zos kladot, de azoktol
elvalnak. A csévharaszti populacio korai levalésa, illetve a tovabbi kettd kevésbé zavart

populacioé csoportosulasa olvashatdo még le a dendogramrol.

4.4.2. Neigbour joining

Ugyancsak a genetikai tdvolsagon alapulé modszer a Neigbour joining, mely
els@sorban kozel rokon csoportok egymashoz vald viszonyanak az abrazoldsara valo.

Az altalunk vizsgalt populaciok igy kapott dendogramja a 9. abran lathato.
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8. abra. A Nei’s féle genetikai tavolsagon alapuldé UPGMA dendogram &braja, a

szubpopulacidk és a genetikai tavolsag feltiintetésével.
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9. abra. A Nei’s féle genetikai tavolsagon alapul Neigbour joining dendogramja a

szubpopulaciok feltiintetésévél.
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A Neigbour joining moédszerrel kapott dendogram megerdsiti az UPGMA
modszerrel késziilt dendogramot a szubopulaciok hasonlosagaban; az orgovanyi,
tatarszentgyorgyi €s a két erdsen degradalddott populacid hasonldsagat, illetve azon
beliil is a két degradalodott populacio elkiiloniilését. A dendogramon jol latszik, hogy a
3 kevésbé zavart teriilet bar egymdashoz kozelebb keriiltek, mint a tobbihez, de
egymassal parafiletikus kapcsolatban vannak. Tovabba lathatjuk a kunadacsi populéciod

elkilontlését is.

4.4.3. Mantel teszt

A populaciok genetikai tavolsdga mogott allo okok felderitésére Mantel tesztet
a 10. abran lathat6 a foldrajzi tdvolsag matrixa, mig a 11. dbran a Mantel teszt grafikus
eredménye. A teszt alapjan elmondhatjuk, hogy a populaciok elkiiloniilése mogott
nemcsak a foldrajzi tavolsdg, hanem egyéb tényezd(k) is all(nak) a populacidkban

detektalt kiilonbségek hatterében.

_ Kunadacs Bocsa  Csévharaszt Fillophaza Orgovany T.szentgyorgy Tazlar  Balastya
Kunadacs 0

Bocsa 41,4 0

Csévharaszt 36,47 75,12 0

Fiillophaza 13.6 M 4429 0

Orgovany 278 146 60,08 15,6 0

Tszentgyorgy 14,7 52,7 23,33 13,8 38,9 0

Tazlar 377 12 82.8 38 23,6 B2 0

Balastya 81 46,5 108 69 36,5 89 41 0

10. abra. A populaciok kozotti foldrajzi tdvolsag (km-ben értendd).
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11. abra. A Mantel teszt eredménye. Az ,,A” matrixon a genetikai, mig a ,,B” matrixon

a foldrajzi tavolsag szerepel. (Mantel = R = 0,025; P = 0,888).

4.4.4.PCO

PCO-t alkalmaztunk a populaciok csoportosulasanak abrazolasara, a feltételezett
viszonyok megerdsitése céljabol. A teszt eredményét a 12. dbra szemlélteti. A PCO
megerdsiti a klaszteranalizisekkel kapott eredményeket a harom nagyméretli populacié
(melyet a zold ellipszisben lathato hat szubpopulacié reprezental) és a két kodzepes
méretll populacidé (melyet a piros ellipszisben taldlhatdo négy alpopulacid reprezental)
kapcsolatat illetden, tovabba a kunadacsi populécid helyzetét is aladtdmasztja. A
populacidk elkiiloniilése is jol latszik az abrdn, a nagyméretli és a kozepes méretli
populacidk jol lathatdoan két csoportra oszlanak, illetve a két kis méretli populacio

helyzetét is megerdsiti.
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12. abra. A PCO teszt eredménye. Az ellipszisek a 95 %-0s konfidenciaintervallumot
jelolik. Az 1. koordinata 25%, a 2. 14 %-os megbizhatosagot jelentenek.
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5. Eredmények osszefoglalasa

Munkank a homoki ternye (Alyssum tortuosum) kiilonb6z6é homokbuckas
populdcidinak RAPD markerekkel torténd molekularis genetikai jellemzése volt. A
nyolc populéciot képviseld 14 szubpopulacion végzett RAPD reakciok mintazatabol
kapott 149 fragment kiértékelése alapjan elmondhatd, hogy a detektalt polimorfizmusok
magas szama (78,5 %) elsdsorban a vizsgalt populaciok kozotti kiilonbségekbdl tevddik
0ssze, a populaciokon beliili polimorfizmusok szdma sokkal kevesebb, atlagosan 15,2 %
-0s (SD: 4,12). A populaciok kozotti genetikai hasonldséagi értékek is aldtdmasztjak az
elébbi megfigyelést, hiszen a populaciokon beliili genetikai hasonlosag értéke 0,88 és
0,95 kozott valtozott, mig a populdcidk kozott ugyanez az érték 0,6 és 0,86. A
legvaltozatosabb populdcion beliil is kisebb volt a genetikai tavolsdg, mint a
leghasonldbb két populacid kozotti. A populdcion beliili legnagyobb polimorfizmust a
bocsai populacié esetében detektaltunk, a polimorf fragmentek szdma a két vizsgalt

szubpopulacid kozott 21,2 %.

Az UPGMA ¢és a Neighbour joining klaszteranalizisekkel kapott dendogrammok
ravilagitottak a nagy egyedszamu és zavarasoktol mentes, illetve a zavarasnak kitett
kozepes, és csekély egyedszami populaciok elkiiloniilésére, azonban a kunadacsi
populacid helyzete némiképp ellentmondésos. Féleg a Neigbour joining klaszteranalizis
eredménye azt mutatja, hogy a nagy egyedszamu populaciok egymastdl jobban
elkiiloniilnek €s nem adnak genetikai alloményukat tekintve olyan Osszefiiggd képet,
mint a kisebb egyedszdml populaciok, ez valdszinilileg annak tudhatdo be hogy a
populacidk variabilitdsa nagyobb. Tovabba érdekes megfigyelés, hogy az erdsen zavart
¢léhelyek mennyire hasonldéva valnak a populdcioméretiikben bekdvetkezett valtozas
hatasara, annak ellenére, hogy egymastol tavol helyezkednek el. A Mantel tesztel kapott
eredmények tiikrében kijelenthetjiik (Mantel = R = 0,025; P = 0,888), hogy a
populaciok genetikai alloményukban torténd elkiiloniilés mogott, nemcsak azok
foldrajzi tavolsaga all, hanem egyéb tényezok is befolyasoltak azt. PCO-val kapott
eredmények aldtdmasztjak a dendogramokkal kapott eredményeket, tovabba a latszik a
két csoport elkiiloniilése, €s a két erdsen degradalt populacié egyértelmii elkiiloniilése is

a két csoporttdl, tovabba a kunadacsi populacio ugyancsak megkérddjelez6do helyzete.
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Eredményeink Osszeegyeztetése a morfologiai paraméterekkel  kapott
eredményekkel nem képezi jelen dolgozat targyat. A két modszerrel kapott eredmények
Osszeegyeztetése, a koztiikk 1évé korrelacios viszonyok megallapitasa folyamatban van.
Az ily moédon integralt eredmények remélhetdleg magyarazattal szolgadlnak majd a
kunadacsi populécio helyzetére is. Mindezek utan tervezziik a dolomiton €16 homoki
ternye populdciokkal kiegészitett RAPD analizisét és Osszevetését a dolgozatban
szerepld homokbuckas teriiletekrdl szarmazé populaciokkal, mely valaszt adhat a két
eltéré ¢lohelykomplexben €16 novénypopulaciok egymashoz viszonyitott helyzetére,
valamint mint kiilsé kontrollként is hozzajarulhatnak ezen kisérletben vizsgalt

populacidk helyzetének minél tokéletesebb megértéséhez.
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Fiiggelék

A homoki ternye nyolc populaciojat mutatd térképek. A populacidkon beliil, a

mintavételi szubpopulaciok szamozassal jeldltek az dket alkoto egyedekkel (pl.: 1-10).

0 500 1000 Meters
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1. fiiggelék. A balastyai populaci6 térképe.

34



0 800 1600 2400 3200 4000 4800 5600 6400 7200 8000 8800 Meters
e S—

2. fiiggelék. A bocsai populécio térképe.

35



3. fiiggelék. A csévharaszti populacio térképe.
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4. fiiggelék. A fiilophazi populacio térképe.
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5. fiiggelék. A kunadacsi populaci6 térképe.

38



0 400 800 1200 1600

2000

2400 Meters

6. fiiggelék. Az orgovanyi populacié térképe.
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7. fiiggelék. A tatarszentgyorgyi populéacio térképe.
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8. fiiggelék. A tazlari populécio térképe.
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