XXXII. OTDK Bioldgiai Szekcid

A Callitriche palustris, C. hermaphroditica és a nemzetség
(Callitriche, Callitrichaceae) azsiai taxonjainak
filogenetikai variabilitasa

OTDK DOLGOZAT

Készitette: KOVACS ZOLTAN

Biol6gus MSc, II. évfolyam

Témavezetd: DR. STRANCZINGER SZILVIA

PTE TTK Bioldgiai Intézet, N6vénybioldgiai Tanszék

Konzulens: DR. MESTERHAZY ATTILA

Magyar Horizont Energia Kft., Budapest

PECS, 2015



TARTALOMJEGYZEK

1. BEVEZETES ES CELKITUZES 3
2. IRODALMI ATTEKINTES 5
2.1 A Callitrichaceae (Mocséarhurfélék) csaldd rendszertani helyzete.............cooceeeivieennnen. 5
2.2 A Callitriche NEMZELSEE.......cceeuveeiiiieeiieeeiee ettt ettt e et e st e st eesabeessibeessabeesaeeens 7
2.2.1 A vizsgalt Callitriche fajok jellemzeEse...........ccoovviniiiiiriiiniiniiniiinieiecierecieeeeniene 10

2.3 Filogenetikai KapcSOlatok.........coueiiiiiiiiiiiiiiiiiiieete e 14
3. ANYAG ES MODSZER 15
3.1 A vizsgalt Callitriche TajoK..........coccooviiiiiiiiiiiiiece e 15
3.2 TOtAl DNS 1ZOJALASA. ...cceeeiiiieeeiiiie ettt e e e e e e e st e e e esntaeeeesnaaeeeas 16
3.3 Agardz gélelektroforézis (AGE)........ooiiiiiiiiiiiiieeeecee et 17
3.4 A vizsgalt DNS szakaszok felSZaporitdsa..........ccceeeveeeriiiiiniiieiniiieiriieeice e 18
3.5 A kapott szekvencidk statisztikal Ki€rt€Kkel€se. ..........cooviriiiniiiiiiniiniiiiccceee 19

4. EREDMENYEK ES ERTEKELES 21
5. OSSZEFOGLALAS.. 26
6. KOSZONETNYILVANITAS 28
7. IRODALOMJEGYZEK 29




1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A taxondmia nemcsak a kordbbi évszdzadokban, hanem napjainkban is a bioldgia
tudomanyanak egyik alapkdvének szamitdé teriilet. Az ¢éldlények rendszerezése ¢és
megismerése elengedhetetlen. Kordbban a besorolds a morfoldgiai vizsgélatok és a kutatok
szubjektiv véleménye alapjan tortént, manapsdg azonban a molekuldris filogenetikai
vizsgalatok 1j lehetoségekkel kecsegtetnek €s még letisztultabb, hitelesebb képet adnak a

fajok kozott fenndllo rokonségi viszonyokrol.

A morfologiai €s filogenetikai vizsgalatokkal elénk tarul az ¢€l6vilag evolicié éltal
megdlmodott rokonsdgi viszonyait bemutat torzsfdja, torzsfdi. A filogenetikai kutatdsok
kozéppontjdban 4ll az altalunk vizsgalt Callitrichaceae familia, mds néven a mocsarhurfélék

csaladja is.

A Callitriche (Mocsarhurok) nemzetség a Callitrichaceae csaldd egyetlen genusa.
Jelenleg 75 fajt tartanak szdmon, ugyanakkor a taxondmiai €s a filogenetikai kutatdsok
szamos 1Uj faj létezését vetitik elére. A mocsarhurok valamennyien mocsari-, vagy
vizinovények, tobb kiilonbozd éldhelyen eléfordulnak, a fajok harmada kozmopolitdnak
szamit. A nemzetség tipusfaja a C. palustris, vagyis a tavaszi mocsarhur, amit Linné
azonositott és irt le 1753-ben a C. hermaphroditica-val (6szi mocsarhar) egyiitt. A vizi
életmdd miatt véltozatos levélmorfoldgia jellemzi a fajokat, vannak aldmeriilt €s isz6 leveleik
is. A viragzatuk erdsen redukalddott, makkocska termésiik lehet szarnyas vagy szarnyatlan,
ami fontos hatdroz6 bélyeg az egyedek azonositdsakor. Vannak kozottik igen agressziven
terjeszkedd fajok, de vannak konszolidaltabbak is, amelyek inkébb holtagakban, lassu folyasu
vizekben jellemzdk. Olykor monospecifikus alloméanyokat is kialakithatnak bizonyos

¢lohelyeken.



Célunk, hogy bemutassuk az éltalunk megvizsgalt mocsarhir fajok kozott milyen
rokonsagi viszonyok allnak fent, és ezt a konnyebb fajszintli azonositas érdekében a matK és

az rbcL kloroplaszt régidinak vizsgalataval végeztiik el.

Az Azsiaban eldforduld Callitriche fajok rokonsagi viszonyairdl kevés informacié all
rendelkezése Kitiintetett célunk, hogy rdvilagitsunk és feltarjuk a Callitriche genus evolicids

fejlédése soran kialakult filogenetikai kapcsolatokat.

Célunk tovabbd, hogy igazoljuk a C. subanceps, a C. fimbriata és a C. transvolgensis

taxondmiai Ondllosagat.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1 A Callitrichaceae (Mocsarharfélék) csalad rendszertani helyzete

A zarvatermd, kétszikii novények rendszerezésében az elmult évek soran gyodkeres valtozasok
torténtek. A taxonémusok két rendszertani kategoridt, a torzset és az osztilyt kivettek a
besoroldsbol, helyiiket a kladok foglaltdk fel. Két botanikus csoport munkéjanak
koszonhetden 1998 Oszén megsziiletett a zarvatermOk modern filogenetikai rendszertani
felosztdsa, az in. APG (Angiosperm Phylogeny Group) rendszer (APG, 1998). Késébb a
boviild molekularis vizsgalatoknak koszonhetéen modositasokat eszkozoltek és 2003-ban
elfogadtdk az APG Il-es rendszert (APG II., 2003), amely mintegy revizidja volt az APG I-
nek. Mig az APG 1. a rendekre, addig az APG II. mar a csalddokra fektette a hangsuilyt. A
2003-as felosztastol kezdve klddokba soroltdk az egyes taxonokat, tobb csaladot 6sszevontak,
Ujakat alkottak. A harmadik mdédositasra 2009-ben keriilt sor, ami az APG III-as rendszerként
(1. tablazat) valt ismertté, és ami a mai napig elfogadott a névénytaxondmidban. Az APG II-
es rendszerhez képest 14 11j renddel boviilt az Gjabb felosztas, és mar csak kettd kisebb csalad
és harom nemzetség helyzete bizonytalan (APG III., 2009). Az APG IlI-as rendszer jelenleg

462 csaladot és 40 rendet szamlal.

APG III. rendszer
Egyszikiiek
Commelinoidae
Kétsziktiek
Zarvatermok o Rosid Eurosidae I /Fabidael
,Val,O(,i,l osidac Eurosidae II /Malvidael
kétszikiek : »
.. . Euasteridae I /Lamiidae/
(Eudicotidae) Asteridae -
Euasteridae Il /Campanulidael

1. tablazat. Az APG III. rendszer.
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egésziilt ki (ALBACH et al., 2005). A tanulmany sordn a nukledris ITS, és kloroplasztisz matK,
illetve rbcL génrégiok Osszehasonlitd vizsgalatat végezték el. A matK régié kodold
génszakaszokat tartalmaz, vizsgdlatival a novényi genomok azonositdsa vélik konnyebbé
(BarCode rendszer). Az rbcL régi6 szintén kodol géneket, pl.: a fotoszintézishez sziikséges
RuBisCo (Ribul6z-1,5-biszfoszfat-karboxildz-oxigendz) enzimet és 1428 bazispdarral

rendelkezik.



ALBACH et al. (2005) az utififélek (Plantaginaceae) csaladjanak filogenetikai
torzsfajat elemezték (1. abra), amelybdl kideriil, hogy a csalddon beliil egy kisebb és egy
nagyobb monofiletikus klad kiiloniil el. A kisebb kladba az Oreosolen és a Scrophularia
nemzetségek tartoznak, a nagyobba az dltalunk is vizsgalt Callitriche nemzetség, egyéb
genusok mellett. A mocsarhirok a Streptocarpus genusszal keriiltek egy kisebb egységbe,
viszonylag alacsony tdmogatottsag (36%) mellett. A Callitriche genushoz legkozelebb &llé
rokon nemzetség, a Hippuris genus, kozepes tdimogatottsaggal (67%) egy kiilonallé csoportot

alkot.
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1. abra. A Plantaginaceae csalad filogenetikai torzsfaja.



Az éltalunk megvizsgalt mocsarhurok helyzete sem volt egyértelmii a rendszerezés

sordn. Az APG 1L revizidjakor a Callitriche genust a Plantaginaceae familia, vagyis az

rrrrrr
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nemzetséget kiilonall6 csalddba, a Callitrichaceaecbe (Mocsarhurfélék) helyezték at, s ,,nomen
conservandum” jelzdvel illették, ami szerint a csalad nevét és taxondmiai statuszat végleg
megOrzi. A mocsarhurok legkozelebbi rokon nemzetsége a Hippuris genus, vagyis a
viziléfark fajok nemzetsége, amit vizsgdlataink sordn kiilcsoportként kezeltiink. A két genus

egy tribuszba tartozik.

A jelenleg is elfogadott besorolast a 2. tablazat mutatja.

* Orszag: Plantae /Novények/
— Klad: Angiospermatophyta /Kétsziktiek/
— Klad: Eudicotidae /Valodi kétszikiiek/
— Klad: Euasteridae I /Fészkesek/
* Rend: Lamiales /Ajakosok/
— Csalad: Callitrichaceae /Mocsarhurfélék/
» Nemzetség: Callitriche /Mocsdrhiirok /

2. tablazat. A mocsarhurok rendszertani felosztasa.
2.2 A Callitriche nemzetség

A Mocséarhurfélék csaladjanak egyetlen nemzetsége. A genus 75 leirt fajt tartalmaz,
ugyanakkor az djabb, taxonémiai és molekuldris vizsgdlatok dj fajok 1étezését valoszintsitik.
26 koziilik kozmopolitanak szamit, Foldiink jelentds részén eléfordul. Eurdpaban 17 faj
ismert, amibdl kettd nem tekinthetd dshonosnak (C. deflexa, C. peploides), valamint a svéd
tiveghdzbdl leirt C. brevistyla 6shonossaga is kérdéses. Az eurdpai fajok viszonylag szitk
elterjedésiiek, a mediterran térségben rendelkeznek jelentds populacidkkal, ugyanakkor az

északabbi teriileteken is képviseltetik magukat.

Hazankban a C. palustris és C. cophocarpa taldlhaté meg koziilikk. Viszonylag
kistermetli, vizi vagy iszapndvények, a sekélyebb tavaktol a mélyebb vizekig eléfordulnak
(KIRALY, 2009). Erre utal angol elnevezésiik is: ,,water-starworts”. Batrachioid tipusu
higrofitonok (H), vagyis a medence aljan gyokerezd vizinovények. A levelek morfologiajara
jellemzd, hogy kerekdedek vagy hosszukasak, 6rvosen vagy pedig parokban allok, illetve

fényesek. Az alamertilt és az uszo levelek eltéré megjelenést mutatnak, mig az aldmeriiltek
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szalasak, hosszukasak ¢és kisebb mértékii karéjozottsag figyelheté meg rajtuk, addig az dszé
levelek kerekded forméajuak, 6rvokben allnak €s gyakran parnaszeriien beboritjak a vizfelszint
(2. és 3. 4brdk). A leveleket és a szdarakat vastag kutikula boritja, meggdtolva ezzel a

kiszédradést, tovdbb4 hatékony védekezést biztosit a magas UV-sugarzdssal szemben.

z feletti

—

.""; v

2. abra. A C. hamulata viz feletti levelei.

Viz alatti

3. abra. A C. hermaphroditica viz alatti levelei.

A virdgok igen egyszertiek, egyivartak és a vizi életmod kovetkeztében erdsen
redukalodtak. A virdgzat kicsi, fehér szinli. A termds virag két termolevélbdl, a porzos virag
egy porzobdl alkot dsszendtt alsd allasti maghdzat, amelyben a magvak fejlédnek (BORHIDI,
2008). A maghdzban négy makkocska termés érik meg, amely lehet szdrnyas vagy
szarnyatlan. A szdrnyaltsdg jelenléte és hidnya, valamint annak mértéke fontos taxondmiai
bélyeg a fajok meghatdrozdsakor, toviabbd a magok mérete is lényeges morfoldgiai

tulajdonsag (4. ébra).

4. abra. A C. stagnalis virdgzata és a C. palustris termése.



A magvak csirazoképességiiket minimum 6t évig megdrzik. A beporzas anemochor és
hidrochor médon torténik, vagyis a szél és a viz altal. A viz altali megporzas lehet viz feletti
(epihidrofil) és viz alatti (hipohidrofil), ez utébbi gyakoribb. Egy ideig a viz felszinén tsznak
a magvak, majd elnehezedve lesiillyednek a medence aljdra és ott kicsirdznak. Némely fajokra
jellemzé a geitogadmia, vagyis ugyanazon egyed egy virdganak porzoja egy masik virdg
termdjét porozza be. Geitogamiat két észak-amerikai (C. heterophylla és C. trochlearis), és
négy dél-amerikai (C. nubigena, C. heteropoda, C. lechleri és C. rimosa) mocsarhir fajon
figyeltek meg (PHILBRICK et al., 2000). A fajok tobbsége éveld (pl.: C. palustris és C.
hermaphroditica) és mind vizben, mind pedig szdrazfoldon képesek ndvekedni, de vannak
kozottiik olyanok is, amik csak vizben tudnak fejlodésnek indulni (pl.: C. peploides és C.
nuttallii). A fajok novekedési iiteme eltérd. Tobb vizes éldhelyen annyira elszaporodhatnak,
hogy zavarhatjak mas ott ¢l6 novények és allatok életét. A lassu folyasu vizekben és kisebb

tavakban pedig stirli, monodominans 4llomanyokat alkothatnak.

A mocsarhar fajok azonositdsakor az aldbbi tulajdonsdgokat veszik figyelembe (3. tablazat)

(PHILBRICK et al., 2000):

Vizsgilt tulajdonsdgok (jelenlét-hidny)
Felftjt, virdgos rozettak Vannak, nincsenek.
Mirigyes sz0r a leveleken Van, nincs.
Levelek elhelyezkedése Orvos vagy parban 4ll6k.
Geitogamia Jellemzd, nem jellemzd.
Viragok egynemiiek Igen, nem.
Csészelevelek jelenléte Igen, nem.
Termés szdrnyaltsdga Jellemzd, nem jellemzd.
Termésen kocsény Van, nincs.
Termés elhelyezkedése All6, visszahajlé.
Sejtfalvastagodasok a portokban Jellemzd, nem jellemzd.
Pollenfalaban exine Van, nincs.
. , Jol fejlett, csokkent, nem
Exine vastagsdga . )
jellemzd.
Sexine morfoldgidja Hegyes, kerek, nem jellemzd.
Sexine feliileti mintai Sokszogj}le,llsezri:lr;g.ses, nem
3. tablazat. A Callitriche fajok rendszerezésekor figyelembe vett tulajdonsdgok (PHILBRICK et

al., 2000).



2.2.1 A vizsgalt Callitriche fajok jellemzése (KOMAROV, 1934)

C. palustris /tavaszi mocsarhur/ (=C. verna) (Linné, 1753)

C. palustris (5. abra)

A tavaszi mocsdrhir a nemzetség tipusfaja. 3-50 cm
nagysdgd  novényke. Kozmopolita, mert minden
kontinensen képviselteti magat. Evelé. Uszo levelei
kerekdedek és oOrvokben allnak, alameriilt levelei
vékonyak, sallangosak. A levelek erezettek és a rozettdk

megtalalhatok. Virdgzata fehér és egyszerli. Termésének

fels6 része szarnyalt, 1,4-2 mm hosszi és 3 mm széles.
Orokzold és gyorsan novekszik. Eléfordulasi helyek: Kaukazus, Nyugat- és Kelet-Szibéria,

Kﬁzép—Azsia, Kamcsatka, Japan, Eurdpa, Eszak-Amerika, Izland, Gronland.

C. hermaphroditica /6szi mocsarhur/ (=C. autumnalis) (Linné, 1753)

Igen elterjedt mocsarhirfaj. 5-80 cm nagysagu. Evels. Uszd C. hermaphroditica (6. dbra)

levelei ovalisak, elmeriilt levelei hosszikdsak, parban
allnak; két levél indul egy szdrcsomoérdl. A levelek egy
foeret tartalmaznak. Viragzata redukalt, egyszerti, egynemt.
Termése erdOsen szarnyalt, 5,5 mm hosszl és 4 mm széles.
Monodominans  alloméanyokat képezhet.  Eléfordulasi
helyek: Kamcsatka, Kézép—Azsia, Japdn, Kina, Eurdpa,

Eszak-Amerika, Dél-Amerika, Gronland.

C. cophocarpa /valtoz6 mocsarhur/ (=C. polymorpha) (Loennr., 1804)

e L ; . C. cophocarpa (7. abra)
A valtoz6 mocsarhir a lassiu folyasu vizek, tavak . ‘

névényfaja.  4-30 cm nagysagi. Evelé. Usz6 levelei
kerekdedek és oOrvokben allnak, viz alatti levelei
hossztikdsak. Virdgzata egynemi, fehér. A termése
szarnyatlan, 4-6 mm hosszi és 1,2-1,5 mm széles. A

tavaszi mocsarhirral egyiitt hazankban el6fordul.
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Monodominéns allomanyokat képezhet. Eldfordulasi helyek: Kaukazus, Nyugat-Szibéria,

Kina, Eurdpa, Japan, Eszak-Amerika, Gronland.

C. transvolgensis (Tzvelev, 1975)

A Volga folyd térségére jellemzd faj. 4-40 cm
nagysagii novényke. Eveld. Uszo levelei orvokben
allnak, ovdlisak, az elmeriiltek pedig vékonyak,
hossztikasak. Virdgzata szintén egyszerli, egyivaru.
Termése kozepesen szdrnyalt, 3,5 mm hosszi és 3 mm

széles. Orokzold és gyorsan ndvekszik. Eléfordulasi

helyek: Kelet-Eurépa és Nyugat-Azsia.

C. fimbriata (=C. truncata subsp. fimbriata) (Schotsman, 1967)

A Volga és Don folyo térségének jellegzetes
mocsarhir faja. 5-30 cm nagysagl faj. Eveld. Uszo
levelei kicsik €és kerekdedek, alameriilt levelei
hosszukasak és sallangosak. Virdgzata redukdlt és
egyszeri. Termése szarnyalt, 2 mm hosszu, 3 mm
széles. Orokzold és gyorsan novekszik. Eléfordulasi

helyek: K6zép-Azsia, Kelet-Eurépa.

C. subanceps (=C. palustris/anceps subsp. subanceps) (Petrov, 1921)

C. subanceps (10. abra)

Palearktikus mocsarhiirfaj. 10-20 cm nagysagi. Eveld.
Az 1uGsz6 levelek Orvokben 4allnak, ovalisak, az
aldmeriiltek pedig szdlasak, pérosdval dallok. A
leveleken egyetlen foér talalhatd, a rozettak idonként
lehullnak. Viragzata egynemii ¢és fehér. Termése

szarnyatlan, 0,7-0,8 mm hosszd, 2 mm széles.

Monodominans allomanyokat képezhet. El6fordulasi
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helyek: Kdzép—Azsia, Kelet-Szibéria, Kamcsatka.

Hatarozokulcs az Azsidban eloforduld mocsarhurokrél, Lansdown szerint

(LANSDOWN, 2006a)

Ta. Termeés SZATNYAtlan. .......ouiiei it e 2
1b. Termés egyértelmiien Szarnyalt............oooiiiiiiiiii e e e 5
2a. Rozettdk jellemzOk. ..., C. peploides (Nutall)
2b. Rozettak nem JellemzOK. ..o e 3

3a. A leveleken egyetlen fOér taldlhato, a rozettak lehullnak.................C. subanceps (Petrov)
3b. A levelek erezettek, a rozettdk megmaradnak...............cooiiiiiiiiiiii i, 4

4a. Rozettak kb. olyan hossztiak és szélesek, mint a termés, egyszert levélerezet

Jellemzl. .. ..o, C. palustris L. var. oryzetorum (Petrov)
4b. Rozettak keskenyebbek, mint a termés..................ooeinne C. fuscicarpa (Lansdown)
5a. Termés felsO része sz€lesebb, MINt aZ AlSO......ovnneiiiii it e, 6
5b. Termeés KOZEPSO T1ESZE SZEICS. ... vttt ittt ettt e veraeeanes 7

6a. Rozettdk hidnyoznak, a leveleken 1-3 ér

talAINALO. ....eoeeieiiee e C. japonica (Engelmann ex Hegelmaier)
6b. Rozettak megtalalhatok, a levelek erezettek..................cooiiiiiiinnin. C. palustris (L.)
7a. A termés csak a csucsa koriil szarnyalt..................oooiii C. glareosa (Lansdown)
7b. A termés mindenhol szarnyalt.......... ... i 8
8a. Rozettak hidnyoznak....... ..., 9
8b. Rozettdk jelen vannak............coooiiiiiiiii e e 11

9a. A termés rovidebb 1 mm-nél.................................C. deflexa (A. Braun ex Hegelmaier)

Ob. A termés hosszabb 2 mm-n€l..............cooiiiiiii e, 10
10a. A levelek egy foeret tartalmaznak. ..., C. hermaphroditica (L.)
10b. A levelek hdromnal tobb eret tartalmaznak................. C. wightiana (Wallich in Wight)

11a. A rozettak kisebb, mint 0,5 mm hosszuak.............................C. raveniana (Lansdown)

11b. A rozettak t6bb mint 0,5 mm hoSSZUAK. ........ooviii i e, 12
12a. A szarnyalt termés kisebb, mint 1 mm nagysagui...........cceceeeuee. C. fuscicarpa (Lansdown)

12b. A szérnyalt termés nagyobb, mint 1 mm

NAZYSAZU. vttt ettt et e e et e e e e eeenaeas C. fehmedianii (Majeeid Kak & Javeid)
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A C. palustris és variansai, illetve a C. subanceps hasonl6 termésmorfoldgiat mutat,

ahogy KOMAROV, LANSDOWN, SCHOTSMAN és TZVELEV munkdit 6sszehasonlitva is lathato.

(11. A, B, C, D 4brik).

11. A

11. A és B abrak. A Callitriche fajok termései.

11.D

11. A adbra (KOMAROV, 1934): 1. és 4.: C. palustris, 2.: C. cophocarpa, 3. és 7.. C.
hermaphroditica, 5.: C. elegans, 6.: C. fallax, 8.: C. subanceps, 9.: C. pedunculata, 10.: C.

stagnalis.

11. B 4dbra (LANSDOWN, 2006a): A: C. fehmedianii, B: C. fuscicarpa, C: C. glareosa, D: C.

palustris var. elegans, E: C. palustris var. megalata, F: C. palustris var. oryzetorum, G: C.

palustris var. strumosa, H: C. raveniana, 1. C. subanceps, J: C. wightiana.

11. C 4dbra (SCHOTSMAN, 1967): C. fimbriata.

11. D dbra (TZVELEV, 1975): C. transvolgensis.
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2.3 Filogenetikai kapcsolatok

A mocsédrhdrok rokonsdgi viszonyainak felderitése tobb évre nyulik vissza. Egy 2000-ben
készitett tanulmdny sordn megvizsgiltdk az egyes fajok rbcl szekvencidit és
Osszehasonlitottdk a fajokat az alabbi tulajdonsdgaikban: A= belsd geitogdmia jellemzd, nem
jellemz6, B=portok sejtfalvastagodasa jellemzé/mem jellemzo és C/D=exine vastagsaga: jol
fejlett, csokkent, nem jellemzd (PHILBRICK, 2000). A Callitriche fajok kozt fenndlld

filogenetikai viszonyokrdl a 12. dbra ad felvildgositast.

Callitriche heterophylia var. heterophylia
C. heterophyilla var. bolanderi

- C. heteropoda

= (. trochlearis

57%

- =1step 53%
61%

C. verna
C 9% - 86% C. nuttallii
% C. marginata
15% C. deflexa
C. peploides
B 54% <% C. terrestris

C. albomarginata

88% r C. hamulata
2% L— c. brutia

C. cophocarpa

. C. platycarpa
ﬂE C. stagnalis
C. cribrosa
A 100% I—sz%l— C. lusitanica
C. truncata

_I— C. hermaphroditica

D 74%

100% ——— Hippuris vulgaris
L Hippuris lanceolata

12. abra. A mocsarhurok filogenetikai kapcsolatait bemutaté torzsféja.

Kiilcsoportnak a Hippuris genushoz tartozo H. vulgaris (kozonséges vizilofark) €s a
H. lanceolata (1andzsalevell vizilofark) fajokat valasztottak. Egy kisebb, erdsen tdmogatott
(100%), és egy nagyobb, alacsonyabban tdmogatott (54%) monofiletikus kladdot tudtak
elkiiloniteni. A kisebb, erdsen tamogatott (100%) kladon (A) beliil, a C. hermaphroditica-t6l
levalva 82 %-os bootstrap érték mellett kiilonallo egységet alkotnak a C. truncata és C.
lusitanica fajok. A nagyobb monofiletikus klddon (B) beliil a fajok két jol elhatarol6do
egységet alkotnak. A D klddon beliil j6 tdimogatottsdg mellett (88%) a C. hamulata és C.
brutia fajok levalnak, hasonld tdmogatottsagu (86%) a C. platycarpa, C. stagnalis, és a C.
cribrosa fajok alkotta egység mellett. A C kldd esetében pedig hat faj szinte csekély
megbizhatésaggal (kevesebb, mint 5 %-kal) egy kisebb csoportot alkot, mig 61 %-os

/////

(57%) C. heterophylla és C. heteropoda alkotta kisebb csoporttol.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1 A vizsgalt Callitriche fajok

A filogenetikai vizsgédlatokhoz az aldbbi fajokat haszndltuk fel (4. tdbldzat). Az egyedek

kivalasztasanal fontos szempont az volt, hogy a mintak kiilonb6z6 €léhelyrdl és régiokbol

szarmazzanak.
Fajok Szarmazasi hely G-yu]'tes Leiré
ideje
Callitriche Russia, Magadan region, Susuman distr. 13 km SE from 24.08.2012 A. Bobrov - O.
hermaphroditica village Burkandiya, lake Khariusovoye T ) Mochalova
Callitriche Russia, Magadan region, Susuman distr. 13 km SE from 24.08.2012 A. Bobrov - O.
palustris village Burkandiya, thermokarst small lake T ) Mochalova
. Russia, Magadan region, Ola distr. 22 km S from lake, river
Callztrzc'he Lankovaya, below the inflow of river Khady, shallow over | 11.08.2012. A. Bobrov - 0.
palustris . Mochalova
the pebble bar, river bay
Callitriche Ru§51a, Magadan region, Susuman distr. 13 km SE from A Bobrov - O.
alustris village Burkandiya, between rivers Byoryolyokh and 24.08.2012. Mochalova
p Malyk-Shien, lake Bolshoe
Callztrzch'e. Russia, Kamchatka, Ellzovo distr., ?1 km N from village 30.07.2013. A Bobrov
hermaphroditica Ganaly, river Bystraya in oxbow
Callzmch.e. Russia, Kamchatka, Milkovo distr., village Milkovo near 30.07.2013. A Bobrov
hermaphroditica Naberezhnaya, ostrog, stream
Callztrzchfz . Russia, Kamchatka, 'Ust—Kamchgtsk, chanel of lake 12.08.2013 A Bobrov
hermaphroditica Azabachie, small spring lake
Callitriche Russia, Kamchatka, Ust-Kamchatsk, victinity of town Ust-
.. Kamchatsk, 1,5 km N from cape Pogodnyi, coast of lake 14.08.2014 A. Bobrov
hermaphroditica _— .
Nerpichie, small lake in tundra
Callitriche Russia, Kamchatka, Ust’-Bolheretsk distr., village Ust-
hermaphroditica Bol'sheretsk, river Amcigacha 25.08.2013. A. Bobrov
Callztrzche Russia, Kamchatka, Milkovo distr., village Milkovo near 30.07.2013. A Bobrov
palustris Naberezhnaya, ostrog, stream
Callttrzc.he Russia, Kamchatka, Milkovo distr., village Milkovo near 30.07.2013. A Bobrov
palustris Naberezhnaya, ostrog, stream
Callztrzche Russia, Kamchatka, Mllkoyo distr., 13 km SW frgm village 02.08.2013. A Bobrov
palustris Dolinovka, river Lipatovka (stream Topkii)
Callztrzche Russia, Kamchatka, Ust-Kamchatsk distr., town Kozyrevsk, 04.08.2013. A Bobrov
palustris lake Domashnee
Callitrich Russia, Kamchatka, Ust-Kamchatsk distr., 18 km SW from
aniricne town Kozyrevsk, floodplan of river Kamchatka, oxbow near | 05.08.2013. A. Bobrov
palustris .
the bridge
Callitriche Russia, Kamchatka, Ust-Kamchatsk distr., 39 km SW from
palustris Ust-Kamchatsk, lake Azabachie eastern part, near channel | 10.08.2013. A. Bobrov

Azabachiya, constricted small spring lake
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Callitriche Russia, Kamchatka, Ust-Kamchatsk, victinity of town
subancens Ust-Kamchatsk, 2 km N from cape Pogodnyi, coast of | 14.08.2014. A. Bobrov
P lake Nerpichie, lake in tundra
Callitriche Russia, Kamchatka, Ust-Kamchatsk distr., 0,5 km N
palustris from Ust-Kamchatsk, small lake 15.08.2013. A. Bobrov
Callitriche Russia, Kamchatka, Ust’-Bolheretsk distr., 8 km SW
. from village Kavalerskoe, floodplain of river Bolshaya, | 24.08.2013. A. Bobrov
palustris
oxbow
Callitriche Russia, Kamchatka, Ust’-Bolheretsk distr., 3 km NE
palustris from Ust-Bol'sheretsk, river Amcigacha 25.08.2013. A. Bobrov
Callitriche Russia, Magadan region, Yagodinskiy distr.,lake of Jack O.A.
06.09.2013.
subanceps London Mochalova
Callitriche Hungary, Somogy County, small pool in a forest near 02.05.2011. | A. Mesterhdzy
cophocarpa Szenta
A. Mesterhazy
Callitriche Russia, S-Russia, Astrachan region, Solenoye- 06.06.2012 - A. Bobrov -
transvolgensis Zaymishche, in a small liman (10-20 cm deep water) o " | A. Laktionov -
D. Pifko
. Russia, S-Russia, Volgograd region, Alexandrovka, at A. Mesterhizy
Callitriche . . - A. Bobrov -
. the shore of liman (20-40 cm deep water) mainly 05.06.2013. .
transvolgensis . A. Laktionov -
between Ranunculus rionii stand .
D. Pifko
. Russia, S-Russia, Kalmiikya, Bolshoy Tsharyn, in a A. Mesterhdzy
Callitriche . - A. Bobrov -
. liman, between Butomus umbellatus stand app. 60 cm | 06.06.2012. .
fimbriata d ter A. Laktionov -
eep wate D. Pifko
Callitriche Russia, S-Russia, Volgograd region, Demidov, in a éAMES;EiﬁZ_y
. liman, between Bolboschoenus maritimus stand (20-30 | 05.06.2013. o
fimbriata cm deep water) A. Laktionov -
P D. Pifko
L. Russia, S-Russia, Kalmiikya, Bolshoy Tsharyn, in a A. Mesterhéizy
Callitriche . - A. Bobrov -
. liman, between Butomus umbellatus stand app. 60 cm | 06.06.2012. .
palustris deen water A. Laktionov -
P D. Pifko
Callztrzc{ae Hungary, Vas Countzl, Eg}jh.azas}'l'(:llos, in small pool of 08.07.2011. | A. Mesterhdzy
palustris Hollési-erd6
Callttrzcﬁe Russia, Yakutia republic, un‘namefi waterbody near 25.07.2012. A Efremov
palustris suburbs of Mirny city
Callttrzc-he Russia, Amur region, Kam-Ku;ganskoe, unnamed 18.06.2012. A Efremov
palustris waterbody in Amur river valley
Callztrzc{ae Russia, Komi Republic, Kozhva, Kozhva river 15.07.2010 A. Efremov
palustris

4. tablazat. A vizsgalt fajok és azok gytijtési helyei.

3.2 Total DNS izolalasa

A total DNS izolalas fagyasztott, illetve silika géllel szaritott mintdkbdl vontuk ki. A mintak
megfeleld homogenizalasa Disruptor Genie (Scientific Industries New York, NY, USA)
késziilékben, 0,5 mm iiveggyongyok jelenlétében tortént. A DNS tisztitdsahoz és
kivondsdhoz Zenogene 40 novényi szovet DNS tisztitd kit-et (Zenon Bio Kft.,, Szeged,
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Magyarorszag) alkalmaztunk, kovetve a gyartd lefrasat. 500 pul NA és 5 pul NB oldatban
szuszpenddltuk a homogenizalt novényi szovetet. A feltarast kovetden 20 pl NC oldatot
adtunk hozz4 és a mintat vortexeltiik, majd 15 percig 65 °C-on inkubdltuk. A feltart szovetet
jégre tettiik és 150 pul ND oldatot adtunk hozza. A vortexelt és 15 percig jégen allni hagyott
mintdkat 5 percig centrifugaltuk. Centrifugélést kdvetden ZG" oszlopra pipettdztunk 825 pl
NF oldatot, ehhez adtuk a centrifugalas utani feliilluszobol 500 pl-t, ezt osszekevertiik, majd 1
perc centrifugdlds kovetkezett. A cs6bdl a folyadékot ismételten eltdvolitottuk, és az oszlopot
visszahelyeztiik a milanyag csébe. A ZG* oszlopra 750 ul M oldatot pipettaztunk, és ismét 1
percig centrifugaltuk. A csébdl a folyadékot eltavolitottuk, és az oszlopot visszahelyeztiik a
milanyag csObe. Az elobb leirt 2 1épést megismételtiik, majd pedig 1 perc centrifugdlas
kovetkezett. Az oszlopot ezt kovetden tiszta 2,0 ml-es csObe helyeztik, az oszlopra
pipettaztunk 200 pl 65-70 °C-os E oldatot. A mintdkat 5 percig 65-70 °C-on ismét
inkubaltuk, majd 1 percen &t centrifugaltuk.

A DNS mennyiségét és mindségét spektrofotometridssan, Nano Drop ND-1000
spektrofotométerrel (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) ellendriztiik.

3.3 Agaroz gélelektroforézis (AGE)

Az agardz, masik nevén agarobidz az 1,3 kapcsolt B-D-galatopiranéz és az 1,4 kapcsolt 3,6-
anhidro-a-L-galaktopirandz linedris polimere (diszacharid egységek alkotjak), melyet tengeri
vorosmoszatbol nyernek ki. A gél magas homérsékleten Gn. sol (folyadékszerii) allapotba
keriil. Az agardzban a poliszacharid egységek kozott 1étrejovo méasodlagos kotések (viz H-hid
kotései) alakitjak ki a térhdlds szerkezetet (32-40 °C-ra lehiilve), mivel kovalens kotéseket
nem tartalmaz. A pdrusok mérete a gél agar6z koncentraciojatol fiigg. Az agaroz jellemzd
tulajdonsagai, hogy kémiailag inert, hidrofil, stabil és nem kot meg felesleges
festékmolekuldkat. A gélben egy linedris duplex DNS molekula véndorldsi sebessége
(elektroforetikus mobilitdsa) forditottan ardnyos a molekula tomegének logaritmusédval
(logu=logpo-KrT, ahol p a mobilitds, T pedig a gél koncentracidja). Kozel semleges pH
értekll oldatban a DNS molekula negativ toltéssel rendelkezik, igy elektromos erdtérben a
pozitiv pdlus felé fog vandorolni. Ha az oldatban tobbféle Osszetételi DNS molekula
talalhato, azok a gélben szétvdlnak elektroforetikus mobilitdsuk kiilonbsége szerint. A DNS
fragmentek a gélben csak akkor ldthatok, ha etidium-bromid (EtBr) interkaldlé festéket
alkalmazunk, €s az agaréz gélt ultraibolya fénnyel megvildgitjuk. A DNS 260 nm-en, a

bazisok kozé ékelodott fluoreszcens festék 300 nm-es, illetve 360 nm-es hullamhossznal
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rendelkezik fényelnyelési maximummal. A festék gerjesztés hatdsara a lathat6 tartomanyban
bocsat ki fényt (590 nm-en narancspiros).

Vizsgdlatainkhoz az 1%-o0s agar6z gélt 1g poritott agar6z és 100 ml 0,5x TBE puffer
felhaszndldsdval készitettiik, melyet 5x TBE pufferbdl (54g TRIS; 27,5g bérsav; 20 ml 0,5M
EDTA (pH:8); 1000 ml-re kiegészitve desztilldlt vizzel) higitottunk ki. A DNS mintdkat
felvitel elétt Sx STOP oldattal kezeltiik (2g ficoll; 10 ml 0,5M EDTA (pH:8); 10-40mg
bréomfenolkék; 20 ml-re kiegészitve kétszeresen desztillalt vizzel), mely a futtatdsi frontot
jelezte az elektroforézis soran. A STOP pufferben 1évo ficoll teszi strtivé az oldatot,
amelynek koszonhetden a mintat a gél-zsebbe pipettdzva a zseb aljdra lesiillyed, és nem

keveredik a futtatd pufferrel.
3.4 A vizsgalt DNS szakaszok felszaporitasa

A vizsgalt DNS szakaszok felszaporitdsa PTC-200 Thermal Cycler (MJ Research Scientific,
Waltham, MA, USA) késziilékkel tortént. A reakcidelegy végtérfogata 23ul volt, amely a
kovetkezOket tartalmazta: 2,3ul DeamTaq™ puffer, 0.5 mM dNTP mix, 1.0 mM a
primerekbél, 0.5 pg templat DNS, 1 U Dream Taq™ DNS Polimerdz (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). A kloroplasztisz genom régioibdl az rbcL és a matK régidkat
vizsgdltuk meg. A matK régié vizsgdlatakor az tun. BarCode rendszerben haszndlt
primerpdrokat alkalmaztunk (F2lamialesF: CCCCAATTTGCGATCAATTCATTCA és
F2lamialesR: CAGTACTTTTGTGTTTCCGAGCCAA). Az rbcL 1régié esetében sajat
tervezésli primerekkel dolgoztunk (Cal rbcLF: AAGTGTTGGATTCAAAGCGGG és Cal
rbclR: CTCCATTTGCAAGC CTCACGQG).

A PCR reakci6 3 perces 94°C-os denaturdcidval indul, amit 35 ciklus kovet az aldbbi
1épésekkel: 1 perc 94°C-os denaturdcid, 1 perc 50°C-os extenzid (primerek kotddése a
komplementer DNS szekvencidkhoz, annealing), 1 perc 72°C-os elongacios szakasz. A
program tartalmaz egy 7 perces 72°C-on torténd utd polimerizéacios zard szakaszt.

Az igy felszaporitott DNS mintdkat 1%-os, etidium-bromiddal (EtBr) festett agar6z gélen
futattuk meg, majd GeneJET Gel Extraction Kitet (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
haszndlva tisztitottuk, kovetve a gyart6 utasitdsait.

A mintdk szekvendldsa Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) segitségével tortént a fragmentek felszaporitasdnal hasznélt

primerekkel.
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Az igy megkapott nyers szekvencidk ellendrzése és javitdsa DNA Baser programmal tortént

meg.
3.5 A kapott szekvenciak statisztikai Kiértékelése

A szekvencidk egymadshoz illesztését JalView program segitségével, Clustal W modszerrel
végeztilk alapértelmezett bedllitisokkal és manudlis szerkesztéssel. Az alignmentek
optimalizdldsa sordn kialakult réseket (gap) hidnyz6 karakterként kezeltik a végsd
filogenetikai analizisek sordn.  Kiilcsoportként a Hippuris nemzetséget hasznéltuk
(KC474895, AF248029). A kladisztikai analiziseket PAUP*4.0 szoftverrel (SWOFFORD 2001)
készitettiik a "legnagyobb takarékossdg" (Maximum Parsimony, MP) médszerét alkalmazva.
Azt az evoliuciés fat kerestiik, amely a lehetd legkisebb szamu evolucios 1épést teszi
sziikségessé a leszarmazdsi viszonyok megmagyarazdsahoz (PODANI 1997). A heurisztikus
opci6 kovetkezd elrendezésében kerestiik a minimalis fakat: csak a legjobb fékat tartsa meg a
program, ha tobbszorosen Osszetett fak fordulnak eld, a véletlenszerlien hozzaadott
szekvencidkat 10.000-szer ismételve cserélje ezeket a fdkat a legjobbra, és minden egyes
1épésnél csak egy fét tartson meg. A heurisztikus keresés sordn a lehetséges faknak csak egy
kis részét vizsgaljuk, arra nincs garancia, hogy megtaldljuk az MP fat. Azonban szdamos
algoritmust hasznédlva novelhetjilk ennek az esélyét (NEI és KUMAR 2000). TBR (Tree
Bisection-Reconnection) algoritmus szerint cseréltilk az dgakat dgy, hogy a MULTREES
beallitast kikapcsoltuk. A TBR keresésénél az ideiglenes fat egyik aganal két alfava vagjuk.
Ezutan ezt a két alfat Ujra egyesitjiik Osszekotve két dggal, mind-két alfabol eggyel, amely

igy kiilonb6z6 topoldgidja fakat eredményezett (NEI és KUMAR 2000).

Az igy kapott filogenetikai fa pontossdgat és megbizhatosagit Bootstrap (FELSENSTEIN
1985) moddszerrel teszteltiik. A bootstrap egy ujramintavételezé€si modszer, amelyben
feltételezziik, hogy a mintaban 1évé m egységre kaphaté gyakorisdg eloszlds a lehetd
legjobban reprezentalja az eredeti populacioban 1évd gyakorisagot. A bootstrap mintakat ugy
kapjuk, hogy a mintdkb6l m-elemii visszatevéses mintavételezést sokszor egymas utin
végrehajtjuk. Az egyes bootstrap mintdkat valamilyen paraméter becslésére hasznélhatjuk fel.
A valtozok bootstrap Gjramintavételezésével eldallitott alternativ fak egyesitésével kapjuk
meg a konszenzus fat. Minden eldgazdst dsszehasonlitunk az eredeti fa eldgazdsaival. Eltérés
esetén az adott elagazds 0, mig egyezd esetén 1 értéket kap. Ezt 1000-szer megismételve az
igy kapott bootstrap érték %-ban fejezi ki, hogy milyen mértékben egyezett az adott

eldgazdsban a kapott filogenetikai fa az eredetivel (NEI és KUMAR 2000).
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Ha a bootstrap érték magas volt (85-100%), akkor az eldgazds topoldgidjat alatdmasztottnak

vettiik. Alacsonyabb érték esetén az eldgazas nem bizonyos.

A filogenetikai fa statisztikai értékelése magaba foglalja a konzisztencia-indexet (CI:
Consistency Index, KLUGE és FARRIS 1969) és az 0Osszetartozasi-indexet (RI: Retention
Index, FARRIS 1989) is. Ezek értékei a homopldzidat mutatjdk a filogenetikai faban. A CI
minden egyes karakterre megvizsgdlja, hogy a véltozdsok szdma hogyan ardnylik az
elméletileg elképzelhetd minimumhoz. Az adott faban a j-edik karakter sj véltozdst mutat,
holott az adatokra felirhat6 egy olyan fa is, amelyben a minimdlis szdmd mj valtozas
kovetkezik be, akkor a CIj = myj/sj hanyados fejezi ki a keresett ardnyt. Ha a féban a
lehetséges minimum fordul elé akkor CI=1, azaz a karakter nem utal homoplaziara. CI = 0,5
esetén kétszer annyi vdltozas kovetkezett be, mint amennyire minimélisan sziikség van. A
retention index figyelembe veszi a lehetséges valtozasok maximaélis szamat is (Mj) Rlj = Mj -
sj/Mj — mj, ahol a j-edik karakter sj valtozast mutat, holott az adatokra felirhat6 egy olyan fa
is, amelyben a minimalis szdamu mj valtozds kovetkezik be. Ertéke annil magasabb, minél
kevesebb a homoplazia részesedése a sziinapomorfidk kialakuldsaban. Ha egydltalan nincs
homoplazia, akkor RIj = 1. Ha az 6sszes sziinapomorfidt homopléazia okozza, RIlj = 0 (PODANI

1997).

A Bayesian analizist MrBayes (RONQUIST és HUELSENBECK 2003) programmal
Markov chain Monte Carlo (B/MCMC) mddszert alkalmazva végeztik. A Bayes mddszer
azokat a torzsfakat keresi, amelyek maximalizaljdk azon torzsfak valdszinliségét, amelyek az
adatokat és az evoliciés modellt adtdk. Az optimélis modell az lesz, amely maximalizdlja az
utdlagos valoszinliséget. A megfeleld szubsztiticiés modellt ModelTest 3.7 (POSADA és
CRANDALL 1998) szoftverrel valasztottuk ki. A legjobban illeszkedé modellek kivalasztasa
az AIC Aéltalanositott kritérium alapjan tortént (AKAIKE 1974). Két fiiggetlen futtatdst
végeztiink 6 parhuzamos lanccal, amelyeket 1 millié generédcidig futtattunk, minden
szdzadikat mintdzva. Az elsd generacio 25%-at burn-innek tekintve eldobtuk, majd a post-
burn-in fakbol meghatdroztuk a tobbségi konszenzus torzsfat. A poszterior valdszintiség (PP)

értékét 95% felett tekintettiik erdsen timogatottnak.

20



4. EREDMENYEK ES ERTEKELES

A vizsgdlt mocsdrhir fajok (C. palustris, C. hermaphroditica, C. subanceps, C.
transvolgensis, C. fimbriata) rbcL és matK szekvencidit hatdroztuk meg. Mindkét az
elemzésbe bevont régié esetében sziikség volt a DNS szakaszok hossza miatt (>1000
bazispar), mind 5°— 3°, mind 3°’— 5’ (forward ¢€s reverse) iranyban szekvenaltatni azokat (13.

abra).

I-’DHI‘B?LUHELU-G ACCTTYTATGCMTTATGTTAGGTATCA %G\—lﬁTC%ﬁTT1TGGCTTCCﬁ£HGGG—CGTTTTTTTTI
FD141371001 A01G ACCTTCTATGCATTATGTTAGGTATCAAAGAAAATCAATTATGGCTTCCAAAGGGACGTTTTTTTT
Ruler (x10) = = & = = = =
BContig-matK.FAIG CGGAGCTTTGGETTGTTCAAAGAACCTTERTATGCMTTATGTTAGGTATCAAAGAAAATCAATTATGGCTTCCAAAGGGACGTTTTTTTT

4 »
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13. abra. A C. subanceps matK kloroplaszt régidjanak szekvencia kromatogram részlete.

A kloroplaszt régiok szekvencidinak illesztésébdl kapott alignment részleteket a 14. és

a 15. abra mutatja be. A fajok kozott, illetve fajon beliil szekvencia szintli kiilonbségeket

2
lathatunk.
640 * 660 * * 700 * 720 *
Hippuris d . . 735
Csubanceps 731
ICsubanceps 735
cpalustris 735
Cpalustris 735
Cpalustris 735
Cpalustris 735
Cpalustris 735
Cpalustris 735
Cpalustris 735
Cpalustris 735
Cpalustris 735
Cpalustris 735
Cpalustris 735
Cpalustris 735
Cpalustris 734
Chermaphro 735
Chermaphro 735
IChermaphro 735
IChermaphro 735
Chermaphro 735
Cfimbriata 735
Ctransvolg TT ¥ 2 TCHCATECHC ECAATECASECACTTATT! AGE G ATCHCGGTATY CT CTACTAGETAARGCG 735
TTGCCGAGATAATGGCTTACTTCTTCaCATLCaCCGTgCAATgCA gCAGTTATTGATAGACAGAAGAATCACGGTATaCACTTCCGTGTACTAGCTRARRAGCGTT

14. abra. Az rbcL régi6 konzervalodott és varidbilis szakaszainak alignment részlete.
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Hippuris

ICsubanceps :
ICsubanceps :
cpalustris :
Cpalustris :
cpalustris :
Cpalustris :
Cpalustris :
Cpalustris :
Cpalustris :
Cpalustris :
Cpalustris :
Cpalustris :
Cpalustris :
Cpalustris :
Cpalustris :
Chermaphro :
Chermaphro :
Chermaphro :
Ctransvolg :
Chermaphro :
Chermaphro :

1 424
1 424
424
424
: 424
1 424
424
424
424
424
424
424
424
424
424
424
: 424
: 424
424
423
424
: 424

15. abra. A matK régi6 konzervalédott és varidbilis szakaszainak alignment részlete.

A két kloroplaszt gén régiét kiilon-kiilon analizdltuk mind MP, mind pedig Bayesian
modszerrel. Az igy kapott fak topoldgidja, és a f6 dgak tAmogatottsaga megegyezett. Mindkét
régi6 elemzésénél a GTR+1 szubsztiticiés modell bizonyult a legalkalmasabbnak.
Ellentmondas az erésen tdmogatott csoportok kozott nem volt megfigyelhetd, ezért a két
adathalmazt egyesitettiilk (konkatendltuk) egy kombindlt analizishez. Az MP mddszerrel

készitett analizis statisztikai adatait az 5. tablazat ismerteti.

Adatok rbcL matK | Kombinalt (rbcL /matK)
Osszbazisszam 962 752 1831
Konstans régi6 844 664 1626
Nem informativ béazisok (varidbilis régié) | 100 48 147
Informativ bazisok (varidbilis régio) 18 40 58
Variabilitas 1,8% 5,3% 3.1%
Konzisztencia index (CI) 0,9609 | 0,9590 0,9353
Homoplézia index (HI) 0,0391| 0,0404 0,0647

5. tablazat. Az MP méddszerrel készitett statisztikak adatai.

A két génrégi6 koziil az rbcL hosszabb, ugyanakkor kevesebb parszimoniailag informativ
karaktert tartalmaz, mint a matK. A matK régié bizonyult varidbilisabbnak. A kombinalt
analizis esetén a parszimodniailag informativ karakterek értéke 3,1 %. Mindkét kloroplaszt
régid esetében alacsony a homopldzia index értéke, s a konzisztencia index pedig kozelit 1-

hez, ami a torzsfa megbizhat6sdgdnak magas timogatottsdgat jelenti.
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A kombindlt analizissel kapott konszenzus torzsfat a 16. dbra ismerteti a bootstrap

(BS) és az utdlagos valoszintliségi (posterior probabilities, PP) értékeket feltiintetve.

rbel és matK (Callitriche) Hippuris (kiilcsoport)

— C. fimbriata (Bolshoy Tsharyn, Kalmiikfold)

100 —— C. transvolgensis (Alexandrovka, Volgogradi régié)
1,00

— C. hermaphroditica (Ust-Kamchatsk, Kamcstka)

- C. hermaphroditica (Ust-Kamchatsk, Kamcsatka)

79
0,99

C. hermaphroditica (Milkovo, Kamcsatka)

- C. hermaphroditica (Ust'-Bolheretsk, Kamcsatka)

— C. hermaphroditica (Susuman, Magadani régio)

C. subanceps (Yagodinskiy, Magadani régio)
76
1,9
C. subanceps (Ust-Kamchatsk, Kamcsatka)

C. palustris (Mirnij, Jakutféld)

—— C. palustris (Bolshoy-Tsharyn, Kalmiikfold)

100 - C. palustris (Ust-Kamchatsk, Kamcsatka)
1,00

- C. palustris (Ust'-Bolheretsk, Kamcsatka)

~ C. palustris (Ust'-Bolheretsk, Kamcsatka)

- C. palustris (Milkovo, Kamcsatka)

94
0,97

C. palustris (Susuman, Magadani régié)

= C. palustris (Milkovo, Kamcsatka)

~ C. palustris (Milkovo, Kamcsatka)

- C. palustris (Ust-Kamchatsk, Kamcsatka)

C. palustris (Ust-Kamchatsk, Kamcsatka)

C. palustris (Susuman, Magadani régio)

0.6 C. palustris (Ola, Magadani régié6)

C. palustris (Ust-Kamchatsk, Kamcsatka)
0,01

16. abra. A kombinalt analizisbdl szarmazé konszenzus filogenetikai torzsfa.
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Kiilcsoportként a Hippuris nemzetséget valasztottuk, mint kozel rokon genust. A torzsfan két
erésen tamogatott (1,00/100) monofiletikus klddot tudunk elkiiloniteni. A kisebb
monofiletikus klddon beliil alapi helyzetben a C. fimbriata helyezkedik el. A csoporton beliil
alacsony tdmogatottsdg mellett (0,57) kiilon egységet alkotnak a C. transvolgensis és C.
hermaphroditica fajokhoz tartozé egyedek. 79 %-os bootstrap, illetve 0,99 PP érték mellett
elkiiloniilnek egy nagyobb egységet alkotva a C. hermaphroditica egyedei. A masik
monofiletikus klddon beliil kozepes tdmogatottsag mellett (0,99/76) levalnak a C. subanceps
egyedek. A C. palustris fajhoz tartozé egyedek 94 % bootstrap (0,97 PP) értékkel alkotnak
kiilon egységet a klddon beliil. A C. palustris egyedek egy kisebb csoportja, alacsony

tdmogatottsag mellett (0,66/65) alkot kiilonall6 csoportot a monofiletikus klddon beliil.

Vizsgalatunk f6 célja az volt, hogy rekonstrualni tudjuk a Callitriche nemzetség
torzsfejlodését, megallapitsuk annak monofiletikus jellegét és feltarjuk a fajok kozt fennélld
filogenetikai kapcsolatokat. A kombinalt analizisbdl szarmaz6 torzsfa alapjan elmondhato,
hogy két {0 leszarmazasi agat tudunk elkiiloniteni: az egyikbe a C. hermaphroditica-, a C.
fimbriata- és C. transvolgensis fajok egyedei keriiltek, mig a mésikba C. palustris- és a C.
subanceps fajok egyedei. Kiilcsoportként a Hippuris genust valasztottuk, mint kézel rokon
nemzetséget csakigy, mint PHILBRICK et al. (2000), annyi kiilonbséggel, hogy ¢ a nemzetség

két fajaval (H. vulgaris és H. lanceolata) allapitotta meg a filogenetikai viszonyokat.

Hegelmaier két szekcidra osztotta fel a nemzetséget (HEGELMAIER, 1864). Az egyik
szekcid a Pseudocallitriche-, a masik az FEucallitriche. A Pseudocallitriche-be a C.
hermaphroditica, a C. truncata és C. pulchra tartozik, amelyek obligit, szubmerz fajok. Az
Eucallitriche szekciét a tobbi mocsarhir faj alkotja, amelyek leginkdbb terresztrisek és
éveldk. Fassett az Eucallitriche szekcion beliil elkiilonitette a Microcallitriche-t, amelybe 6t
fajt emelt at, amelyek az ujvilagban terjedtek el (FASSETT, 1951). A torzsfan kiilon kladba
keriiltek a C. palustris- és a C. hermaphroditica egyedei a HEGELMAIER (1864) szerinti
szekciofelosztasnak megfeleléen. Ugyanezen eredményre jutott PHILBRICK et al. (2000) a

Callitriche fajok rbcL 1égio vizsgalatanal is.

PHILBRICK et al. (2000) eredményeihez hasonléan a mi elemzésiinkben is elvdlik
egymastdl a C. hermaphroditica a C. fimbriata-t6l. Az altalunk vizsgalt C. fimbriata
LANSDOWN (2006b) cikkében bemutatott C. truncata alfajanak tekinthetd. Elemzésiink
tdmogatja a dél-orosz térségben endemikusnak tartott C. transvolgensis faji onallosagat,

hiszen magas tdimogatottsag mellett levalik a C. hermaphroditica és C. fimbriata fajoktol. A
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kozmopolitanak szamité C. palustris egyedek alkotta monofiletikus egység nagy genetikai
véaltozatossdgot mutat, az utdbbi években szdmos varidnsit azonositottdk (LANSDOWN,
2006a). Elmondhat6 az is, hogy nem azok a C. palustris egyedek keriiltek egy nagyobb
egységbe, amelyek kiilonbozé ¢€lohelyrél szarmaznak, hanem, amelyek hasonlo

termésmorfoldgiat mutatnak.

A C. subanceps-hez tartoz6 egyedek egy jol tdmogatott, 6ndllé egységet képeznek a
nagyobbik klddon beliil. A faj termését megvizsgalva, amely 0,7-0,8 mm hosszd, 2 mm széles
és szarnyatlan, azt mondhatjuk, hogy rendkiviil hasonlé a C. palustris terméséhez, ami 1,2
mm hosszl, 3 mm széles, és aminek felso része szarnyalt (KOMAROV, 1934). Petrov 1921-ben
a C. subanceps-et a C. anceps alfajdnak tekintette, azonban KOMAROV (1934) a C.
heterophylla egyik varidnsaként emliti meg jellemzésében. A begyljtott C. subanceps
példanyokra nem igazan illik KOMAROV (1934) jellemzése, sokkal inkdbb C. palustris var.
terrestris forméjara hasonlitanak. Eddigi vizsgélataink alapjan feltételezhetd, hogy e faj

filogenetikai szempontbdl 6néllé taxondmiai csoportot jelent.
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5. OSSZEFOGLALAS

A morfologiai és DNS alapu filogenetikai vizsgalatokkal feltarhatjuk az ¢élélények kozott
fenndll6 rokonsagi viszonyokat. A Callitriche nemzetség is e vizsgédlatok kozéppontjaban all.
A genust 2009-ben, az APG III. kiilon csalddba (Callitrichaceae) sorolta be. Véltozatos
novényfajok alkotjak e genust, a leirt fajoknak harmada kozmopolitdnak szdmit, ugyanakkor a
tobbi faj is jelentds allomanyokat alkot elterjedési teriiletén. Eurépdban 17 fajuk ismert,

Magyarorszagon kett6 fordul el6 (C. cophocarpa és a C. palustris).

A mocsarhurokra jellemzO, hogy valamennyien kistermetli, batrachioid tipust
higrofitonok, a vizes ¢lohelyek rezidens novényei. Morfologiai megjelenésiik nagy
valtozatossdgot mutat, emiatt a fajok azonositisa komoly taxondmiai tudast igényel. Mivel
vizi novények, ezért kiilonbozd stratégiat alkalmaznak kiszéradasuk elkeriilésére, hiszen
képesek folyamatos parologtatdsra. Viz feletti leveleik kerekdedek és drvosen allnak, olykor
strtin bendvik a vizfelszint, aladmeriilt levélzetik rendszerint szalas, sallangos és olykor
parosaval allok, amelyeken kisebb mértékii karéjozottsag is megfigyelhetd. Mivel egész
életiiket vizben élik le, emiatt virdgzatuk felépitése is rendkiviil egyszerli és redukalt. Viragai
altalaban fehér szinliek, csupan kettd termdlevelet, illetve egy porzdszélat tartalmaznak,
amibdl késébb makkocska termés fejlodik, benne négy maggal. A termés lehet szarnyas vagy
szarnyatlan, a fajok azonositisakor ez fontos taxondmiai bélyeg, egyéb morfoldgiai
tulajdonsagok mellett. A megporzasuk szél és viz 4dltal torténik, ez utdbbi azonban sokkal
gyakoribb. A fajok ndvekedési iiteme igen valtozd, vannak igen gyorsan novo és kevésbé
terjeszkedd fajok is. A gyengébb vizfolyasu patakokban, holtdgakban akar monodomindns és
igen slri allomédnyokat is képezhetnek, amivel negativan befolydsoljak mas ott €16 él6lények

életét.

Vizsgélatainkba a C. palustris-, a C. hermaphroditica-, a C. subanceps-, a C.
transvolgensis-, a C. cophocarpa- és C. fimbriata egyedeit vontuk be. A tavaszi- és az 0szi
mocsarhur mindeniitt jelen van, elébbi a nemzetség tipusfaja is egyben. A tobbi faj elterjedése
inkabb Azsia teriiletére korlatozodik, s6t a C. transvolgensis faj sziik elterjedése miatt mar
endemikusnak szdmit a dél-orosz térségben. Terméseiket tekintve a C. cophocarpa és a C.
subanceps esetében szdrnyatlan, a tobbi vizsgalt fajé pedig szarnyas. Mig a C. palustris-nak
csak a termés felsd része szarnyalt, addig C. hermaphroditica esetében mar a termés egésze.
Valamennyien ¢évelok, magvaik csirazoképességiiket ¢évekig megdrzik. Az egyedek

kivalasztasanal kulcskérdés volt, hogy kiilonbozé foldrajzi régidkbdl szarmazzanak.
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Vizsgélatunk a kloroplaszt rbcL és matK génrégidra terjedt ki. A matK r1égid
vizsgalatit a BarCode rendszerben is haszndlatos primerekkel végeztiikk el. Az rbcL régi6
esetében sajat tervezési primerparokkal dolgoztunk. Analizisiink soran az egyedek leveleibol
totdl DNS-t izoldltunk, felamplifikdltuk, tisztitottuk és megszekvendltuk a sziikséges
fragmenteket, a kapott szekvencidkat statisztikai programokkal kiértékeltiik és ennek
eredményeként megalkottuk az altalunk vizsgalt Callitriche fajok filogenetikai torzsf4jat (16.

abra).

Kiilcsoportként a kozel rokon nemzetséget, a Hippuris-t vélasztottuk, csakigy, mint
Philbrich (PHILBRICH 2000). Két erésen tdmogatott monofiletikus klddot lathatunk a torzsfan.
A nagyobb kladban talalhatok C. palustris és C. subanceps fajok egyedei. A C. subanceps
egyedek kozepes tdmogatottsdg mellett levalnak a tavaszi mocsarhur (94%) egyedeitdl. A
kisebb kladon beliil az 6szi mocsarhurhoz tartozé egyedek egy kiilon csoportot alkotva jo
tdmogatottsaggal elkiiloniilnek a C. fimbriata és C. transvolgensis fajok egyedeitdl. A C.
hermaphroditica egyedek kloroplaszt régidi nem mutatnak jelentds valtozatossagot, annak
ellenére, hogy kiilonboz6é €l6helyrdl szarmaznak. A torzsfan a hasonld termésmorfologiat
mutatd C. palustris egyedei taldlhatok kozel egyméshoz. A tavaszi mocsarhdr egyedeit nagy
genetikai valtozatossdg is jellemzi, hiszen szamos varidnsat azonositottak az elmult években
(LANSDOWN, 2006a). Egyelére még nem sikeriilt tisztdzni az endemikusnak tartott C.
transvolgensis faji onallosagat, ugyanakkor a torzsfan beliil elfoglalt pozicidja ezt sugallja.
Taxonomiai és filogenetikai szempontbdl a C. subanceps-hez tartoz6 egyedek egy ©6nalld
egységet alkotnak a nagyobbik klddon beliil. A klddon beliili elkiiloniilés bizonyitja és

igazolja 6ndlld, taxondmiai statuszdt a mocsarhurok nemzetségében.

Az eredmények megerdsitése érdekében jelenleg a nuklearis ITS régio elemzését
végezziik, amelynek segitségével még differencialtabb képet kaphatunk a vizsgalt Callitriche

fajok kozott fenndllo filogenetikai kapcsolatokrol.
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