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1.Bevezetés és célkitiizés

Az invaziv fajok problémaja napjainkra kézponti kérdéssé valt az 6kologiai kutatasok
teriiletén, elsésorban az életkozosségek diverzitasara kifejtett negativ hatasa, valamint anyagi
kértétele miatt. Osztonzoleg hat a kutatasok folytatdsara az a tény is, hogy még most sem
értjiilk pontosan, melyek azok a komponensek, amik egy Gshonos populaciot, dominansan
megvaltoztatva, invaziv koz0sségé alakitanak. Az invaziv fajok és populacioik a legnagyobb
karokat a biodiverzitdsban, az Okoszisztéma sértetlenségében, a mezdgazdasagban, a
halaszatban ¢és olykor a kozegészségben okozzdk. Egy kozgazdasagi felmérés szerint az
egzotikus 6zonfajok — gyomok, novénypatogének, mezdgazdasagi kartevok — évente 137
milliard dollaros kart okoznak csak az USA allamaiban (Pimentel et al., 2000). Az 6z6nfajok
gyorsulo terjedése ¢és az egyre fokozddod kartételek felkeltették a nemzetkdzi kozosségek
figyelmét is, melynek kdszonhetden egyre nagyobb korben kezdték vizsgalni az invazid
okologiai hatterét. Ezzel a novekvd tendenciaval ellentétben az invazid evolucios, illetve
genetikai megkozelitése viszonylag Kkisebb szakirodalommal bir (Lee, 2002). Az
Invazioképesség Evolucioja hipotézis szerint az invaziv fajok sikerének egyik kulcsa, hogy az
elozonlott tertileten rajuk hatd 0j kornyezeti hatdsokhoz rendkiviil gyorsan alkalmazkodnak.
Ennek kovetkezményeként differencialédas indul meg a honos és az invaziv populdciok

egyedei kozott, amelyeket a genetikai szegregacio okozhat.

A kutatds modell organizmusa a Solidago gigantea (magas aranyvessz3), egy Eszak
Amerikéban honos, Eur6paba behurcolt invaziv, évelé ndvény. A kontinensen mar a XVIII.
szazadtol jelen 1évo faj, alapitdo populacidja nem ismert, de valosziniileg a XIX. szazad
kozepén, Franciaorszag teriiletén jelent meg (Voser-Huber, 1983). Napjainkra mar szinte
egész Nyugat- ¢s Kozép-Europaban elterjed, Magyarorszag teljes terliletén megtalalhato,
kiilonbozé ¢élohely tipusokban (ruderdlis teriileteken, fél-természetes ¢és természetes

¢lohelyeken).

Célul tiiztiik ki egy olyan genetikai vizsgalati modszermegtalalasat, amely segitségével
felmérheto a faj populéacidinak genetikai elkiiloniilése. Korabbi tanulményok mar foglalkoztak
a magas aranyvesszé populacidinak geografiai elkiilonitésével (Schlaepfer et al., 2008). Az
altaluk hasznalt markerek segitségével az dshonos populaciokat képesek voltak elkiiloniteni
egymastol, &m az eurdpai, invaziv populaciok esetében nem miikodtek megfelelden, ezért

nem javasoltak tovabbi populacid genetikai vizsgéalatokra.



A kisérleti modszer kidolgozasahoz mas Solidago fajoknal alkalmazott mikroszatellit
fragmenthossz analizist vettiink alapul, mely segitségével igyekeztiink az egyes populaciokat
elkiiloniteni egymastol. A kisérlet eredményeként a legmegfelelobb modszer kivalasztisa
érdekében kiilonb6zé laboratériumi  vizsgéalatokat végeztiink ¢és az elkiilonitésre

legalkalmasabb modszer eredményeit targyaltuk a dolgozatban.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Bioldgiai invaziok

Egy allat vagy novény invazidja alatt ,,populacioik tomeges, felttind mdodon és gyorsan
lezajlo mozgasat értjiik, amellyel 0j teriileteket 6zonlenek el”’(Lang, 1993). Ezen definicio egy
szlikitett formaja a faj karos hatasan alapul6 invazionak. A fogalom egyik gyengepontja, hogy
emberkdzpontuan probalja értelmezni a karosan invaziv ndvényeket, tehat azokat sorolja ide,
amik ,,ott nének, ahol nem kivanatosak” (Hunyadi, 1988). A fogalom mégis helytallo és
sziikséges, mivel nem minden populédcid terjedésekor beszélhetiink karos invaziorol. Egy
Okoszisztémaba érkez6 Uj faj nem feltétleniil valik invazivva. Legtobb esetben nem képes
¢letben maradni, vagy ritkabb esetben az ¢letkdzosség stabil tagjava lesz. Olykor-olykor
eléfordul, hogy egy faj tomegesen nagy szamban terjed el, majd lassan egy egyensulyi allapot
alakul ki az él6helyen. Addigra viszont szamos Gshonos fajt kiszorithat a teriiletrdl, illetve

hatalmas karokat okoz a homogén mezOgazdasagi teriileteken.

—_— T —— T—
J—————

1. kép: Solidago gigantea altal elozonlott teriilet. Készitette: Pal Robert

A gazdasag gyors globalizacidja miatt a fajokat eddig nem latott titemben hurcoljak be
olyan teriiletekre, ahol nem szamitanak honosnak (Ward et al., 2008). Ugyan ezen egzotikus
fajok csak kis része képes megtelepedni az 0j éléhelyen, mégis ezek alkotjak azon kiindulési
populaciok alapjait, melyek a késObbiekben invazivva valhatnak (Mack et al., 2000). A nem
bennsziilott, behatold fajok miatt az utdbbi két és fél évtizedben jelentésen megndétt a

szakirodalma az invazi6 bioldgia témakorének (Daehler, 2003). Szamos hipotézis sziiletett,



mely az invaziv fajok sikerességének mechanizmusat igyekszik magyarazni

(Hinz&Schwarzlaender, 2004).

Tobb kutatas vizsgalta, hogy egy bizonyos genotipus jelenléte a populacidban vajon
noveli-e az invazid sikerességét (Maron et al., 2004; van Kleunen&Schmid, 2003). Ezen
tanulmanyok szerint az invazio képessége valamilyen genetikai valtozas hatasara alakulhatott

ki(Maron et al., 2004; van Kleunen&Schmid, 2003).

Ezen tanulményok szerint az invazid képesség valamilyen genetikai valtozas hatdsara

alakulhatott ki.

2.2. Terjedés

Egy novény invazioja soran elséként lekiizdend6 akadalyok a foldrajzi barrierek.
Mara, antropogén hatasra, ezen akadalyok konnyebben és gyorsabban lekiizdheték, mint a
korabbi idékben (a nagy foldrajzi felfedezések eldtt). Amely fajnak sikeriil bejutni egy uj
teriiletre, onnantdl behurcolt vagy idegen fajnak nevezi a szakirodalom. Az ez utan
kovetkezO, ugynevezett meghonosodds soran a behurcolt egyedeknek legalabb egy
onfenntarté méretli populaciot kell 1étrehozniuk, ahhoz hogy tartésan megtelepedhessenek az
adott teriileten (Richardson et al., 2000). A meghonosodas soran alkalmazkodniuk kell az j
¢lohely adta kornyezeti feltételekhez (kornyezeti barrier), illetve rendszeresen és dnalldan
szaporodniuk kell (reproduktiv barrier). Amig egy faj nem képes ezeken a folyamatokon
taljutni, addig folyamatos egyed utanpotlasra van sziiksége ahhoz, hogy megtarthassa 1;j
eléfordulasi teriiletét (Mihaly&Botta-Dukat, 2004). Ezen a szinten megragadt fajokat alkalmi
fajoknak nevezziik (Richardson et al., 2000). Az invazi6 kovetkez6 szintjén a meghonosodott
novényeknek le kell kiizdeni a természetes novénytarsulas behatolassal szembeni
ellenalloképességét, azaz a meglévo teriiletérdl kitdrve jabb (6nalld) allomanyokat kell
tudniuk 1étre hozni (Mihaly&Botta-Dukat, 2004). Richardson és munkatarsai (2000) alapjan
javasolt tér és idobeli skdlan monoton ndvekvd nem Oshonos faj invazivnak tekinthetd, ha
maggal vagy mas szaporitd képlettel 5 éven beliil szaz méterre jutva szaporodo képes utddai

vannak. Mig a csak vegetativan szaporodo fajoknal a 3 év, 6 méter tavolsag a javasolt.

Napjainkban tobb elmélet kidolgozasaval is igyekeznek magyarazatot talalni az
invaziv fajok terjedésére (Cronck&Fuller, 1995; Hierro et al., 2005). Ezek kozé tartozik

példaul a természetesellenségek kikeriilése hipotézis, mely szerint az Oshonos teriileteirdl



kikeriilt novény sikeresen megszabadul kartevoitdl (patogének, herbivorok). A hipotézis
értelmében az invaziv populacio kettds elénnyel indul, mivel kdzvetlen moédon mentes a
specialista herbivoroktol, ugyanakkor a teriileten €16 6shonos fajoknak lehetnek herbivorjaik,
patogénjeik. Az iires niche hipotézis alapja, hogy a megszalld faj képes a teriileten eddig ki
nem hasznalt niche forrasait kiaknazni. Az ujfajta fegyverek hipotézise mar egy elfogadott és
tobb tanulmany altal tAmogatott hipotézis, mely szerint az 01j él6helyre érkez6 faj valamilyen
bioldgiai fegyver (példaul allelopatikus vegyiiletek) birtokdban van, mely segitségével
kiszoritja az G6shonos fajokat. Ezek az allelopatikus vegyliletek altaldban nem kozvetlen
hatnak a novényekre, hanem a kornyezet valamely paraméterét valtoztatjdk meg. Szadmos
invaziv faj zavart ¢l6helyen fordul eld, ezért az invadzié biologiai kutatdsdban fontos szerepe
van a zavards hipotézisnek. Ennek magyarazata, hogy a legtobb invaziv faj eredetileg
ruderalis elem, ezért a zavarasokkal szemben hatékonyabban képesek reagalni (Hierro et al.,
2005). Fontos még a magnyomas hipotézis, mely szerint azok a novények, amelyek mar mag
korukban képesek nyomadst gyakorolni az &shonos fajokra, jelent6s elonnyel indulnak az
¢lohely birtokba vételéhez (Maron, 2006). A megndvekedett kompeticiosképesség evolucioja
(EICA) hipotézis szerint egyes fajok invazivva valasuk soran a természetes ellenségeik
hianyaban a ,,megsporolt” energiat mas folyamatokba tudjédk atforgatni: méretiik vagy a
fitnesszlik novelésébe (Blossey&Notzold, 1995). Mara szamos tanulmany szol a hipotézis
ellen (van Kleunen&Schmid; Vila et al., 2003; Willis et al., 2000), a zart rendszerben egyiitt
nevelt honos és invaziv populaciok egyedei sok esetben nem mutatnak kiilonbséget a

novekedésiikben vagy versenyképességiikben (Bossdorf et al., 2004; Vila et al., 2003,2005).

2.3. A kutatott novényfaj

A Solidago gigantea AIT. a Solidago nemzetségbe, az Asteracea csaladhoz tartozik
(Weber&Jakobs, 2005). A nemzetség jelenleg tobb mint szaz fajt szamlal, am a tisztazatlan
taxonomiai helyzetiikk miatt pontos adat nem 4all rendelkezésre. A legtobb faj az észak-
amerikai kontinensen 6shonos, ahol a nemzetség génkozpontja is talalhato. A Flora Europaea
szerint Europaban hat fajuk talalhatdé meg, koztik a S. gigantea is (Mihaly&Botta-Dukat,
2004). A S. gigantea ¢és a S. canadensis egyiittesen a Triplinervae subgenusba tartoznak,

amiket harmas erezetii levelek jellemeznek (Weber&Jakobs, 2005).

A S. gigantea egy magas, egyenes szaru, éveld lagyszara, évenként megujuld

foldfeletti hajtasokkal és kitarto foldalatti rizomakkal. A hajtasok kizarolag a virdgzas soran
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valnak elagazova. A magasabb egyedek hajlamosak késobb virdgozni, mint a kisebbek. A
méretbeli aranyok nagyon eltéréek lehetnek a foldrajzi elhelyezkedéstdl fiiggden. A novényt
valtakozo levélallas, illetve a hossza €s a landzsas alak kozotti levelek jellemezik. Piramidalis
bugavirdgzata nyitott, ezen bélyeg alapjan konnyebben megkiilonboztethetd a siirlibb, zartabb
viragzat rokonatol, a S. canadensistol, amivel gyakran elegyedik. Rizomajat kozel
horizontalis ndvekedés jellemzi, ami rametenként3-50 lehet. Megfigyelték, hogy bolygatott
terlileteken a rizomak szama nagyobb lehet, ami magyardzza az egyedszamban tapasztalhato

fluktuéaciot (Weber&Jakobs, 2005).

2. kép: A Solidago gigantea egy Eurdpaban invazivva valt novényfaj.

Készitette: Andrea Moro

A S. gigantea egy magas, egyenes szaru, éveld lagyszar, évenként meghjuld
foldfeletti hajtasokkal és kitartd foldalatti rizomakkal. A hajtasok kizarolag a virdgzas soran
valnak eldgaz6éva. A magasabb egyedek hajlamosak késébb virdgozni, mint a kisebbek. A
méretbeli aranyok nagyon eltérdek lehetnek a foldrajzi elhelyezkedéstdl fliggden. A ndvényt
valtakozo levélallas, illetve a hossza és a landzsas alak kozotti levelek jellemezik. Piramidalis

bugavirdgzata nyitott, ezen bélyeg alapjan konnyebben megkiilonboztethetd a stirlibb, zartabb



viragzati rokonatol, a S. canadensistol, amellyel gyakran elegyedik. Rizomajat kozel
horizontalis ndvekedés jellemzi, ami rametenként3-50 lehet. Megfigyelték, hogy bolygatott
terlileteken a rizomak szama nagyobb lehet, ami magyardzza az egyedszamban tapasztalhatod

fluktuaciot (Weber&Jakobs, 2005).

Mint a Solidago genus tagja, a S. gigantea is Eszak- Amerikaban 6shonos
(Weber&Jakobs, 2005). Elterjedése a kontinensen igen nagy teriiletet foglal magaban az USA
déli allamaitol - vertikalis és horizontalis irdnyban egyarant - egészen Kanada északi részéig
megtalalhatd (Gleasonetal., 1991; Semple et al., 1999). Europaba a XVIII. szazadban
hurcoltak be disznovényként és nem egészen 100 év mulva kiszabadulva valt csak invazivva.
Az eredeti alapitd populacié ugyan ismeretlen, de elsé feljegyzés egy vadon €16 populaciorol
Franciaorszagbol szarmazik a XIX. szazad kozepérdl (Voser-Huber, 1983). Otven évvel
késobb mar Németorszdgban és Svajcban is megjelentek vad populacidi, majd az 1850 és
1880-as ¢évekre elérte Kozép-Eurdpat (Keller, 1891; Wartmann&Schlatter, 1881; Wirz, 1885;
Wagenitz, 1979). Herbariumi egyedek alapjan Weber (1998) megallapitotta, hogy akkoriban a
faj terjedési sebessége910 km?/év volt. Az 1950-es évekre mar egész Eurdpaban megtalalhato
volt (Tutin et al., 1964). A faj igen tag klimaviszonyok mellet is életképes populaciokat képes
alkotni: a (szub)-mediterrantol a szubdceanig at a szubkontinentalis teriiletekig megtalalhato
szerte Eurdpaban (Meusel&Jager, 1992). Annak ellenére, hogy féleg 1200m tengerszint alatt
fordulnak eld, magasabb tengerszinten is megélnek (Polatschek, 1997). Ko6zép-Eurdpaban
elterjedt,mig példdul Skandinaviiban, Eszak-, és Dél-Németorszigban viszonylag ritkan
fordul el6(WEBER&JAKOBS, 2005). Eurdpan kiviil mar megjelent Japanban (Enomoto, 2000;
Tsuyuzaki, 2002), Koreiban, Oroszorszagban, Hawaii és Uj-Zéland szigetén valamint
Ausztralidban is (Weber&Jakobs, 2005). El6hely-preferenciajat tekintve is széles képet mutat:
ruderalis teriileteken (utak és folyok mentén), fél-természetes és természetes él6helyeken is
eléfordul (Guzikowa&Maycock, 1986; Lohmeyer&Sukopp, 1992). A névekvd urbanizacio,
az utépitések €s az elhagyatott foldteriiletek talan még segitik is a terjedését, mivel az eldobott

z6ldhulladék nyersanyag forrasa segitheti a S. gigantea fejlodését, terjedését (Walter, 1987).



2.4. Az invaziv fajok genetikaja
2.4.1. A novényi ploidia

A novény- és allatvilagban a kromoszémaszam igen nagy valtozatossagot mutat. Kozel rokon
fajok esetében a kromoszéma szam eltérd, mig bizonyos nemzetségek és csaladok esetében
azonos is lehet.Az allatok vilagaval szemben a novényeknél a ploidia valtozasa ritkabban

okoz sterilitast, ezzel jelentOsen megndvelve a fajt jellemzo genetikai diverzitast.

Diploid ¢ldlények esetében az ivarsejtek az alap-kromoszdmaszerelvény egyszeresét,
mig a szomatikus sejtek a kétszeresét hordozzak. Poliploidok szomatikus sejtjei 3 vagy tobb
alap-kromoszomaszerelvényt hordoznak. Ezek alapjan megkiilonboztethetiink: triploid
(2n=3x), tetraploid (2n=4x), pentaploid (2n=5x), hexaploid (2n=6x), oktoploid
(2n=8x)citotipusu ¢ldlényeket (Sutka, 2004). Létrejottiik alapja az ivarsejtek tobbszoros
alapkromoszéma szerelvényeinek szamdban rejlik. Triploid egyedek létrejottekor a
megtermékenyiild petesejt kétszeres, a himivarsejt egyszeres kromoszoma szerelvénnyel
rendelkezik, tetraploid esetében mindkét ivarsejt kétszeres informacidtartalommal
rendelkezik, mig a magasabb ploidiaszintek a tobbszords keresztez6dések kovetkezményei.
Ploidia szempontjabdl a legszélsGségesebb fajok az Ophioglossum genus tagjai, ahol a
ploidia kovetkeztében a sejtek kromoszomaszama a szazas, egyes esetekben akar az ezres

nagysagrendet is elérheti (Khandelwal, 1990).

AS. gigantea-nal harom kiilonb6z6 ploidiaszintii genotipus ismert: diploid, tetraploid
és hexaploid. Az Eszak-Amerikaban shonos és az Eurdpaba behurcolt invaziv populaciok
ploidiaszintli 6sszehasonlitasakor megfigyelték, hogy az eurdpaiak kizarolag tetraploidok,
mig az amerikai populaciokban mindhdrom citotipus eléfordul. Melville és Morton (1982)
kisérletet tett a - morfologiai alapon (eltérd levélfogazottsag és pelyhesség) nyugvo —harom
citotipus faj szintli kiilonvalasztasara, azonban a diploidoknal megfigyelhetd atfedd variaciok
miatt ez a torekvésiik megbukott. Ezért javaslatuk alapjan — az eltéré genetikai informaciok

ellenére — a harom citotipust egy fajként kell kezelni (Morton, 1984).

Schlaepfer tobb alkalommal is foglalkozott a ndvekedési rata és ploidia kapcsolataval
(Schlaepfer et al., 2010). A nativ diploid és tetraploid, illetve invaziv tetraploid egyedekkel
végzett kisérletek alapjan bebizonyosodott, hogy az ¢shonos diploidok nagyobb biomassza
termelésre képesek, mint a szintén Oshonos tetraploidok, de kevesebb gyokér €s rizoma

fejlodott rajtuk. Az invaziv tetraploidok kisebb valdszinliséggel virdgoztak, ugyanakkor
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nagyobb biomassza mennyiséget értek el, mint észak-amerikai tetraploid tarsaik. Tehat S.
gigantea esetében a ploidiaszint meghatarozasa elengedhetetlen a nativ és invaziv populaciok

Osszehasonlito vizsgalatakor (Schlaepfer et al., 2010).

A szerz0 egy korabbi tanulméanyéaban a poliploidizacié és a kolonizacié kapcsolatat
vizsgalta a honos diploid és a tetraploid S. gigantea populaciokban. Feltételezhet6en sikertilt
megtalalniuk azokat a haplotipus vonalakat, mely kiindulasi alapjai lehetettek az Europat
elozonld alapitd populdcioknak. A vonalakra jellemzd, hogy kizardlag tetraploid egyedei
ismertek, mig az dshonos populdciokban diploid, tetraploid és hexaploid egyedek vegyesen
alkotjak. Eszak-Amerikdban szignifikans kiilonbséget tudtak kimutatni az egyes régiok
kozott egyedi haplotipusok és genetikai izolacid alapjan. Ploidiaszint szempontjabol a
vizsgalt északi régiok joval differencialtabbak voltak, mint a déli teriiletek. Az altaluk
teszteltek, melyek alapjan 3 markert sikeriilt elkiiloniteniiik egymastdl (trnH, trnK, trnK,
trnKS5). A markerek segitségével az amerikai diploid és tetraploid egyedei a populacidkban
eredményesen elkiilonithetok voltak egymastdl, am az eurdpai tetraploidok ezekre a
markerekre homogénnek voltak. Eredményeik alapjan, a magas aranyvesszd tetraploid
citotipusa multiploidizacids eseményként johetett 1étre, tehat nem egyszeri eseményként. A
kloroplasztisz DNS szekvencidk alapjan a tetraploid vonal elterjedése Eszak-Amerikaban
nem volt sikeres, ugyanakkor ez a citotipus konnyedén teret nyert az eurdpai és azsiai
kontinensen. Az Eurdpaban kimutatott 3 haplotipusbdl kettd, ami hozzajarult az invazid
sikerességéhez Europaban és Azsidban. Ugyanakkor a harmadik haplotipus sikeres volt
Eurdpaban, de Eszak-Amerikdban viszonylag csak kis teriileten terjedt el. FeltételezhetSen
azért, mert ez egy ujonnan kialakult citotipus. Adataik alapjan az eurdpai tetraploid S.
gigantea populaciok legalabb 4 behurcolt sziilé novényre vezethetok vissza, melyek az USA
két eltérd teriiletérdl szarmaznak: New England és az Appalache hegység déli része.
Eredményeik Osszhangban allnak egy kordbbi szerzOparos munkdjaval (Weber&Schmid,
1993), mely torténelmi adatok alapjan allitotta, hogy a S. gigantea eurdpai populacioi kis
szamban behurcolt egyedek leszarmazottai lehetnek. Végeredményben az altaluk vizsgalt
markerek alapjan a behurcolt populaciok haplotipus szama és diverzitasa redukcidt mutatott.
Ezen okbdl nem taldltak bizonyitékot arra nézve, hogy a magas aranyvesszé a behurcolas

soran mutaciot szenvedett volna, mely segitette az invazivva valasban (Schlaepfer et al,
2008).
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2.4.2.Az invaziv fajok evolicios genetikaja

Az invaziv fajok evolucids genetikdja viszonylag kevéssé kutatott teriilet annak
ellenére, hogy jobb képet kaphatnank az invazivva valas és az invazié mechanizmusairol. Lee
(2002) szerint egy faj invazids sikere leginkabb attol fiigg, hogy mennyire erdteljes a
valaszuk a természetes szelekciora, mig a fiziologiai tolerancidjuk és plaszticitasuk kevéssé
fontos. Kihangsulyozandé a genetikai architektara és a szelekcido fontossaga, amelyek
kovetkezményei az evolucios adaptacié és a speciacio lehetnek. Példaul az episztatikus és a
gének kozotti interakcidk megkonnyithetik az invazid sikerességét. Ezen kovetkeztetések
alapjan mar érthetdvé valik a genomikai megkozelités, amellyel meghatarozhatjuk az invazio
mechanizmusat. A génexpresszids analizisek, a gén interakciok és a genomi atrendezddések
vizsgalata sordn kapcsolatba hozhatdk az egyes mechanizmusok az invazids eseményekkel.
Az invaziok evolucios vizsgalata tehat fontos, kiilondsen azért, mert az invaziok folyamata

soran gyakran gyors evolucios események zajlanak le.

A populaciok genetikai jellemzdi komoly hatdssal lehetnek a faj tovabbi terjedésére
(Tsutui et al., 2000; Ellstrand&Schierenbeck, 2000). A természetes szelekcio és a genetikai
sodrodas egylittesen alakithatjak a genetikai struktarat, ezaltal valtoztatva a populacid
tolerancia spektrumat és viselkedését. Ezzel egyiitt az invaziv populaciok képesek evolacios
valtozasokat indukalni a nativ fajokban (Filchaketal., 2000; Carrolletal., 2001). Ahhoz, hogy
determinalni tudjuk az invazio sikerességéhez sziikséges jellemzoOket, sziikségiink van

evoluciods genetikai vizsgalatokra is (Lee, 2002).

Az invaziv fajok genetikai szerkezetiik vizsgalatakor a legfontosabb tényezd a
populaciok természetes szelekciora adott valasza. A biologiai invaziok egy érdekes evolucios
problémat vetnek fel, mivel gyakran az invazié egy gyors stochasztikus eseményként jon
1étre és altalaban kis kezdeti populaciokat érintenek, amik tulélik a hirtelen jelentkezd éléhely
valtast (Lee, 2002). Az invazio sikerességét jelentésen megkonnyitik a kezdeti populacioban
mar jelen 1évé genetikai szubsztratok, amikre késébb a természetes szelekcid valogathat.
Szamos esetben a genetikai drift mar dnmagéaban elegendd az invazid kialakulasédhoz, bar ez
inkabb kivételnek szamit mint szabalynak (Tsutsui et al., 2000). Altalanosan elterjedt, hogy
az invazid sikerességét a széles tolerancia spektrummal és a plaszticitdssal igyekeznek
magyarazni (Baker, 1965; Strayer, 1999; Wolff, 2000), am ezekrdl gyakran bebizonyosodik,
hogy téves feltevések (Lee, 1999; Davis&Shaw, 2001). Példaként emlitheté az Eurytemora

affinis esete, ami egy széles s toleranciaval bir6 novényfaj, a hipersés mocsaraktol a
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frissvizli tavakig megtalalhat6. Ugyanakkor bizonyos populaciéi nem képesek sem tolerdlni
sem akklimatizalodni a kiilonb6z6 sétartalmu teriiletekhez, ugyanakkor mindez nem szamit,

ha 1j ¢él6helyekre tornek be (az erds szelekcid és a heritabilitasi shift kizarhatd) (Lee, 1999).

Az elegend6 mennyiségli additiv genetikai variancia (AGV) esszencialis az evolicios
adaptacidhoz, a kornyezet valtozdsaira adott valaszhoz (Reznick et al., 1997). Szamos
tanulmany foglalkozott a forrds populacié magas AGV szintjével, ami megkdnnyitette az
invazio folyamatat (Carroll et al, 2001; Hard et al., 1993; Pappert et al., 2000). Gyakran

megfigyelt allapota a sikeres invazionak a kezdeti id6szakban megfigyelt ,,lemaradas”, ami

crer

crer

diverzitasa nagy részét. Ennek kovetkezményeképpen csokkent a faj intraspecifikus

agresszioja és az tigynevezett szuperkolonia kialakulasahoz vezetett (Tsutsui et al., 2000).

Annak ellenére, hogy az AVG adja a f0 szubsztratjat a szelekcidonak, egyes
tanulmanyok ugy vélik, hogy az episztatikus genetikai variancia is ugyan olyan fontos
tényezd (Carroll et al., 2001; Bradshow&Holzapfel, 2000). A generacionkénti (1j mutaciok
nélkiil az episztazis Ujszerli szubsztratjat adhatja a szelekcionak a populacion belill és a
populédciok kozott. A fixalddott episztatikus variancia a populaciok kozott emelheti a
genetikai sodrodast vagy a szelekciot, vagy akar mindkettét (Carroll et al., 2001). A Jadera
haematoloma, ami egy észak amerikai poloska fajkoloniai kiilonb6z6 gazdandvényeken
alakulhatnak ki, ez a szelekcio feltehetden a nagy episztatikus variancia miatt lehetséges (a
teljes genetikai variancia 40-78%-a (Carroll et al., 2001). Tehat az id6leges palacknyak a nem
additiv tulajdonsagokat szelekcios nyomas ala képes helyezni és hozzdjarulhat az evolicios

ratdk gyors mozgasahoz a megfigyelt invaziés események soran (Reznick&Ghalambor,
2001).

Az invaziv populaciokban lezajlo intra-, és interspecifikus hibridizdciok enyhithetik
az additiv genetikai variancia csokkenését az alapitd hatds idOtartama alatt, illetve Uj
genotipusok johetnek 1étre (Ellstrand&Schierenbeck, 2000). Szamos tanulmany foglalkozott
az invaziv populdciok hibridizacidja sordn bekovetkezd pozitiv hatasokkal, Ggy mint
gyorsabb novekedés, nagyobb méretek és a nativ fajokkal szembeni fokozott ,,agresszid”
(Ellstrand&Schierenbeck, 2000). Ezen tulajdonsagok genetikai magyarazata a novekvo
genetikai variancidban, az 0j gén interakcioiban, a karos recessziv allélok kiesésében,

elfedésében, vagy a kedvezdbb gének transzferében keresendd. Példaul hibridizacio Utjan a
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Brassica rapa gyomndvény bizonyos herbicid rezisztenciara tett szert a haszonndvény
Brassica napus-tol (Snowet al., 1999), tovabba hasonldé események zajlottak le: egy masik
gyomndvény hidegtolerancidja szélesedett egy szintén gazdaséagi, rokon ndvénnyel torténd
hibridizacioja soran (Milne&Abbot, 2000). Valoszinii, hogy a szelekciés nyomas hatasara

szamos hibrid variacidobol csak néhany marad fenn (Ellstrand&Schierenbeck, 2000).

Ujonnan, hibridizacié soran létrejott allopoliploid novények mara széles korben
elterjedt  és  sikeresen  terjeszkedd  populacidik ~ megtalalhatok  vilagszerte
(Ellstrand&Schierenbeck, 2000, Soltis&Soltis, 2000). A poliploid hibrid noévényekre
nagyobb fitness jellemzd, ami a ndovekvd heterozigocia és a csokkend beltenyészet miatt
lehetséges (Soltis&Soltis, 2000). Hozza kell tenni, hogy sok genetikai variacid tobbszords
poliploidiai eredetre vezethet6 vissza az allopoliploid ,,fajokon” beliil(Soltis&Soltis, 2000). A
steril vagy aszexudlisan szaporodo allopoliploidok eldnye a fixalt heterozisbdl szarmazik.
Tehat mikor a hibrid populacio életképességének fenntartasa egy fixalt modszer alapjan
marad fenn, mert az egyedek aszexualisan szaporodnak, a kedvezd genotipust rekombinacid
nélkiil tartjak fenn (Lee, 2002). A S. gigantea is a rizomairdl torténd, asszexualis szaporodasi
modszert preferdlja (Weber&lJakobs, 2004). A steril allopoliploidok valosziniileg felvaltva
hasznaljak a fixalt heterdzis eldnyeit és az alacsonyabb szinti AGV koltséghatékonysagat.
Ezen mechanizmus még kevéssé ismert (Ellstrand&Schierenbeck, 2000). Megfigyelések
alapjan az AGV szintek valtozatossaga igen eltérd a steril allopoliploidok kozott. A S.
partinaanglica esetében igen alacsony (Ellstrand&Schierenbeck, 2000), mig a Taraxacum
officinale triploid populacidoiba nem vart modon magas, a homoldog kromoszomak

rekombinacidja miatt (van Baarlen et al., 2000).

A genomi atrendezOdés tovabbi fontos szubsztratjai lehetnek az adaptacionak az invazid
soran (Soltis&Soltis, 2000). A Drosohpila subobscura faj esetében szelekcio hatasara
egymastol fliggetlen modon a kromoszomalis inverziok azonos mintdzatot alakitottak ki egy

bizonyos szélességi fok mentén (Prevostiet al., 1988).

2.4.3.A mikroszatellit régiok

A mikroszatellit régiok vizsgalata egyre elterjedtebb a novényi kutatasokban is. Gyakran
alkalmazzak olyan esetekben, mikor a fajokon beliill az egyes egyedek vagy populaciok
kozott nem mutathatd ki mas markerek segitségével genetikai kiilonbség. A szatellit

fragmentek egymas mellett akar ezres nagysagrendben ismétlddoé tandem szakaszok alkotjak.
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talalhatok, ahol feltehetéen a mikrotubulusok kotodéséért felelosek, illetve a kromatidak
Osszetartasaban is szerepet jatszhatnak. Mivel a régié nem tartalmaz miikodd gént és at sem
irodik, ezért nincs vagy nagyon alacsony a ra nehezed6 szelekcios nyomas. A szatellit-DNS
egy specialis csoportja a mikroszatellitdk, amelyek kis méretli, 2-4 bazisnyi tandem
ismétlédések. Az ismétlddések szama nagyfoku egyedi varianciat mutat, ezért alkalmas
egyed szintli elkiilonitésre. Leggyakrabban a személyazonositasra, illetve rokoni kapcsolatok
feltarasara hasznaljak, mivel a mikroszatellitak genetikailag igen instabilak, ezért akar egyik

generaciordl a masikra hirtelen megvaltozhat az ismétlédések szama (Szeberényi, 2010).

A Solidago genus komplexitasa miatt, mar a fajok kozott is igen minimalis a genetikai
kiilonbség (Schilling et al., 2008). Ez a marker a ndovényvilag mas (6zon) fajainal is
alkalmazott fajon beliili, populaciok kozotti elkiilonitési alap (Li&Ye, 2006; Liet al.,
2008).Kutatasunk soran a S. gigantea genetikai vizsgalatahoz els6ként a ploidiaszint
meghatarozasara volt sziikség, majd a populacidk elkiilonitésére a mikroszatellit régiok
(SSR) szolgaltak alapul. A mikroszatellit markerek értékes adatokat szolgaltathatnak az
egyes Solidago fajok rokonsagaval kapcsolatban, megallapithaté az invazid genotipusa, vagy
segitségével megbecsiilhetd a populaciok kozotti géndramlas mértéke.  Tovabba a
mikroszatellit analizis segitségével a Solidago fajok kozotti hatarok is felallithatok, mivel a
genus taxondmiai komplexitdsa igen nagy. Ennek oka lehet a taxon fajgazdagsaga, az
Osszgenetikai kiillonb6zdség alacsony szintje, az alkalmankénti hibridizacio, és a gyakori
poliploiditas. A Solidago fajok kozotti és a fajon beliili elkiilonitéshez adhat alapot a
biodiverzitason alapulé a mikroszatellit fragmentek analizise. Mivel mar a Solidago fajok
kozotti genetikai kiilonbség is igen alacsony, ezért az SSR 16kuszok vizsgalata egy standard
genetikai toolkit felallitdsahoz adhat segitséget, ami megkdnnyitheti a fajok és a fajon beliili
populaciok elkiilonitését (Beck et al., 2014). A kutatasunk szempontjabdl a mikroszatellit

markereket az egyes populaciok elkiilontilésének megallapitasara hasznaltuk fel.
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3. Anyag és Modszer

3.1. A genetikai mintak begyiijtése

A mintdk begyiijtése 2 kontinensrdl (Eszak-Amerika, Eurdpa), 11 populaciobol

tortént. Honos teriiletérél, Eszak-Amerikabol, illetve Magyarorszagon (Kelet-Ko6zép-Eurdpa)

kijelolt teriiletekrdl, ahol mint invaziv novény okoz jelentés karokat. Populacionként 10-10

egyedrdl random modon tortént a mintak, levelek begytijtése.

tablazat: Magyarorszagon kijel6lt mintavételi helyek foldrajzi adatai

Mintavétel Tengerszint GPS
Kod Hely
datuma feletti magassdg  koordinatak
4601638
HU1D Mariakéménd 2008. 11. 12. 152 m
1827918
46030959
HU1W Somberek 2008. 11. 15. 96 m
18393917
4606558
HU3D Almaskeresztar ~ 2008. 11. 09. 130 m
1751664
4606709
HU3W Mozsgd 2008. 11. 09. 124 m
1751210
4607043
HU4D Almaskeresztar  2008. 11. 09. 143 m
1753301
4606577
HU4W Mozsgd 2008. 11. 08. 110 m
1750095
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2. tablazat: Eszak-Amerikaban kijelolt mintavételi helyek foldrajzi adatai

Tengerszint

Mintavétel ) GPS
Kod Hely feletti
datuma koordinatak
magassag
Moiese (MT) 472211.53
us2D 2008.11.02. 786 m
National BisonRange 114144221
Moiese (MT) 472212.00
us2w 2008.11.02. 786 m
National BisonRange 1141441.81
475247.01
US3w FlatheadlakeBiologicalStation 2008. 10.28. 904 m
1140145.65
Missoula 465139.52
us4D 2008.11.02. 986 m
Kim Williams Naturetrail 1135759.09
Missoula 465142.57
US4w 2008.11.02. 974 m
Kim Williams Naturetrail 1135729.52

3.2. DNS izolalas

A mintdk homogenizalasa folyékony Ny-nel tortént. A DNS kivonasahoz, illetve

tisztitasahoz Zenogene 40 noévényi szovet DNS tisztito kit-et (ZenonBio Kft.,, Szeged)

hasznaltunk, kovetve a gyarto altal adott leirast. A homogenizalt mintat (névényi szovet) 500

pul NA és 5 ul NB oldatban szuszpendaltuk. A feltaras utdn 20pul NC oldatot adtunk hozza

majd a mintat vortexeltiik, ezutan 15 percig 65°C-on inkubaltuk. A feltart szdvetet jégre

tettiik és 150 ul ND oldatot adtunk hozza. A jol atkevert és jégen allni hagyott mintakat 5

percig centrifugéltuk. ZG*® oszlopra pipettaztunk 825 ul NF oldatot, ehhez adtunk a

centrifugdlds utani feliiluszobol 500 pl-t, és Osszekevertiik €s 1 percig centrifugaltuk. A

cs6bdl ismételten eltavolitottuk a folyadékot, és az oszlopot visszahelyeztiik a miianyag

csObe. Az el6z0 2 1épést megismételtiik, és 1 percig centrifugéaltuk. Az oszlopot ezutdn tiszta

2.0 ml-es cs6be helyeztiik at, az oszlopra 200 pul 65-700C-os E oldatot pipettaztunk. 5 percig
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65-700C-on allni hagytuk ¢és ismételten 1 percig centrifugaltuk. Majd a mintakbol tisztitott;

kinyert DNS mindségét nanodrop (spektrofotometer) késziiléken vizsgaltuk.

3.3. Avizsgalt DNS szakaszok felszaporitasa

A vizsgalatunk a hasznaland6 PCR (PolymeraseChainReaction) markerek

kivalasztasaval kezd6dott, amihez a Solidago genusba tartozo kiilonb6z6 fajokhoz leirt

primereket hasznaltunk (Sakataetal., 2013;Wieczorek&Geber, 2002;Zhaoetal., 2012).

A vizsgalt DNS szakaszok (mikroszatellit markerek ¢és ITS nuklearis DNS)
felszaporitasa PTC-200 GradientCycler (MJ Research, INC.) késziilékben tortént. A PCR
reakcioban résztvevd elegy térfogata 50 upl volt, amely 8 pl DNS templatot, 2-2 ul (10
pmol/pl) primert, 13 ul T-puffert (1,44 pul MgCl, (25mM), 2,5 ul 10x puffer, 4x0,05 pldNTP
(100mM), 7,86 ul 3xH,0), 23 ul 3xHpO-t és 1 pul U Taq DNS polimerazt tartalmazott. Az
altalunk hasznalt PCR programok a fentebb emlitett publikacidk szerint keriiltek hasznalatra.
A mintainkat 1,8 %-0s, etidium-bromiddal festett gélen futattuk meg, a reakcid
eredményességét tesztelve. A polimorf mikroszatellit markerek kivalasztasat kovetden,
primereik fluoreszcens jeldlése tortént meg (FAM, NED, VIC, PET), majd a PCR reakciokat

elvégeztiik az Osszes vizsgalt egyeden.

3.4. A szekvenciak statisztikai kiértékelése

A fragmenthossz analizis a Magyar Természettudomanyi Muzeum, Molekularis
Taxonomiai Laboratériumaban valdsult meg. A kapott peak-ek leolvasdsa a PeakScanner
Software v.10 segitségével tortént. A leolvasott mikroszatellitek rogzitése a Microsoft Excel
programban  tortént. Populaciogenetikai  vizsgalataink a POLYSAT az R-hez
(Clark&Jasieniuk 2011) segitségével tortént, amely soran Genotipus diverzitast ¢és

Fékomponens analizist (PCA),Bruvo tavolsagfiiggvény felhasznalasaval, végeztiink.

3.5. Ploidia analizis

A vizsgalt populaciok ploidiaszintjének vizsgdlata a Pragai Karoly Egyetem,
Botanikai Intézetének, Flow Citometriai Laboratériumaban tortént (Pruhonice, Csehorszag).
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A vizsgalatban résztvevo populaciokbol 10-10 egyed friss levélmintainak elemzése tortént.
Az elemzések soran belsé standardként borsot (Pisum sativum) hasznaltunk. A vizsgalat
soran a levelek kis részét (~0,2 cm2) kimetszettiik 0,5 ml OTTO 1 feltar6 puffert alkalmazasa
mellett borotvapengével feltartuk a novényi szovetet. Ezutan 42 um porusméretii
selyemsziirén atszlrtiik, majd 1ml OTTO 2 puffer segitségével 1 percig festettilk a mintat. A
DAPI (4,6-diamidin-2-fenilindo) fluoreszcens festék nukleinsavhoz nagy intenzitassal képes
kotddni. A preparalt mintdk vizsgalata PartecPloidyAnalyser PA-II gép segitségével tortént
(3. kép).

3. kép: A plidia szint meghatarozasa flow citométerrel.
Készitette: Jan Suda

A mintat az dramlasi citométerbe juttatva, egy hidrodinamikailag fokuszalt folyadék
aramban haladnak at egy gerjeszté fénynyalabon (ami lehet 1ézer vagy Hg-gbéz lampa stb). A
muszer képes a fényszorasi jelek detektalasara, ami a DAPI festék fluoreszcens
tulajdonsagébodl szarmazik. A flow citométer tovabbi elénye, hogy multiparaméteres adatok
analizisére is alkalmas. A mintdink ploidiaszintjének meghatarozasa a belsé standardként
hasznalt bors6 (9.09 pg) és a diploidSolidago gigantea (2.1 pg) ismert nuklearis DNS
tartalmanak segitségével tortént (Bai et al, 2012). Az eredmények elemzése a FloMax®
Software forCytometry informatikai szoftver segitségével tortént. A kapott csucsok index-
értekeinek segitségével meghataroztuk a Peak ratio-t, majd a kontroll csucshoz tartozo
nuklearis DNS-tartalom alapjan kiszdmitottuk a mérend6 egyed nuklearis DNS-tartalmat. A
kapott értékbol kovetkeztethettiink az egyed ploidiaszintjére.

x Peak Index

x Nuklearis genomtomeg = * kontroll Nuklearis genomtomeg

kontroll Peak index
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1. Ploidia vizsgalat eredményei

Novények esetében a ploidiaszint meghatarozasa elengedhetetlen a genetikai
vizsgalatokhoz, mivel erdsen befolydsolhatja az Okoldgiai jellemzoit, igy az
invazioképességére is hatdst gyakorolhat. A kutatds elsé 1épéseként az altalunk hasznalt 110
egyed mindegyikén - flow citometrias modszerrel - meghataroztuk azok ploidiaszintjét (1-
2.abra).

File: U41 + U42 +P(300) O41FCS Date: 24022014 Time: 12:41:%5 Particles: 3000 Acq-Time: 230's SRl ile 47 +P00) GAOFCS Dal: 24022014 Time: 13:20:57 Particles: 2000 Acq Time:220s e

Solidago gigantea (4n=4.4pg)
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1-2.4bra: A ploidiszint meghatarozasa aramlasi citométerrel. Egy ¢shonos hexaploid (1) és

egy invaziv tetraploid (2) egyed.

Az altalunk vizsgalt 6shonos egyedek mindegyike hexaploid (1. abra), mig az invaziv
populéciok mindegyik tetraploid (2. abra) volt. Ezen eredmény aldtdmasztja a szakirodalom
korabbi eredményeit, miszerint az invaziv populédciok tetraploidok. Ugyanakkor az 8shonos
populécidkban a tetraploid mellet diploid és hexaploid citotipus is el6fordul. Ezen modszerrel

sikertilt kiilonbséget kimutatni az shonos és invaziv populaciok ploidiaszintjében.

4.2. ITS vizsgalat eredményei

Kisérleteink masodik részében a nuklearis intergenikusspacer régiok (nrITS, | nternal
Transcribed Spacer) alapjan igyekeztiink genetikai kiilonbséget detektalni az egyes
populaciok kozott. Az ITS régiok vizsgalata jol bevalt elkiilonitési modszer a ndvényi

filogenetikai osztalyozasban, mivel ez egy igen varidbilis régidja a ndvényi genomnak
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(Eriksson et al., 1997). Am az ITS1,ITS2 és 5.8S rRNArégiokat felhasznilva a random
kivalasztott egyedekben bazisnyi kiilonbséget sem tudtunk kimutatni, ezért ezzel a

modszerrel nem végeztiink tovabbi kisérleteket.

USA .___l|"l.\.'l..ll."ll.IIlIlll.lll.lIlullllIllIllllIllllllllllI||l|'|||III|||IIIIIIIIIIIllllllllllllllllll||

S(-"G-"CAC-‘CC-‘-CGCG"GGG'('GT'-~G-'GC-CCC'"'GlCG-GiE'i(GC--‘C'Gl-"CEGG5""E'C--CC-((-['-G'CG'GCGCCCG'C--(-G

HUN

G(-‘"G-"C—‘CJCCA;CGCG"GGG'C'GT'i»GL'GCiCC(""G‘-CG-G‘C.ACGCuC'G--"CCGGG""G'CI-CC~CC-E'-G'CG'GCGECCG'C~~C-G

3. abra: Egy honos, amerikai (fels6) és egy invaziv, eurdpai (also) egyed ITS

régio részletének szekvencia kromatogramja.

4.3. Mikroszatellit vizsgalat eredményei

Az ITS régiok vizsgalata utan, a mikroszatellit régiok analizisére tértiink at. A kisérlet
kiindulasi alapja egy hasonlo jellegii Solidago rokon (S. virgaurea) fajon végzett
mikroszatellit vizsgalat volt. A japan szigetvilagban invaziv elemnek szamitd S. virgaurea
komplexen beliil az egyes populaciok kozott magas morfologiai variacid figyelheté meg,
illetve a populacidk 5 eltérd ¢€ldhely tipus kozott oszlanak meg. Ezen kiillonbozdéségeknek
feltételezhetden genetikai hattere lehet. Ezen elgondolas alapjan az EST-SSR
(SimpleSequenceRepeatsin Expressed SequenceTags) markerek segitségével igyekeztek
elkiiloniteni az eltérd populaciokat egymastol. A primerparok kétszeres, illetve haromszoros

bazisismétlddésii oligonukleotidok voltak (Sakaguchi&lto, 2014).

A japan kutatd csoport (Sakaguchi&lto, 2014) altal hasznalt 29 primerpar
mindegyikét leteszteltiik az &ltalunk hasznalt populacidk egyedein (4.abra). A cél a
primerparok miikddéképességének meghatarozasa volt, ezért az egyes populacidkbol random
kivalasztott egyedeket teszteltiink le PCR segitségével. Egyes esetekben a reakcid

optimalizalasara volt sziikség. Végeredményben 15 mitkoddképes primerpart sikeriilt talalni.
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4. abra: A szakirodalombodl szarmazo (Sakaguchi&lto, 2014) 29 primerpar

miitkodéképességének tesztelése.

Ezutan a populaciokbol ismételten random modon kiemelt egyedeken leteszteltiik,
hogy az egyes primerparoknal tapasztalhato-e polimorfizmus a fragmentek hosszaban (5.
abra). A tesztelés soran 6 primer esetében talaltunk polimorfizmust. Azok a primerek jutottak
tovabb, melyek PCR termékei 1,8%-os agardz gélben megfutatva legalabb két elkiilonithetd
méretli fragmentet adtak kiilonbozé egyedek esetében. Kizard tényezonek szamitott a
polimorfizmus hianya, illetve az tgynevezett csovdsodas, amely a fragment egy hosszan
elnyulo csovaszerii képe a gélben (5. dbra; SALT2 minta). Ez a késObbiekben megnehezitette
volna a fragmenthosszanak pontos meghatarozasat. Végezetiil 110 egyed esetében a 6

primerparral PCR segitségével felamplifikaltuk a megfeleld mikroszatellit régidkat.

=B - =@ = s

- e
SR amae -

5. édbra: A miikodéképes markerek polimorfizmus vizsgalata. A Salt 1,4 és 8 primerparok
polimorf fragment termékeket adtak, felhasznalasra keriiltek a késébbi mikroszatellit

fragmenthossz analizishez.
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A polimorf markerek kivalasztasa utan, a PCR-ral felsokszorozott fragmenteket
szekvencia analizisre kiildtik (6. abra). Mivel az egyes markerek fragment termékei kozott
jelentds méretkiilonbség volt, ezért egy reakcioba akar 4 kiilonboz6 marker termékét is egy

1d6ben lehetett futtatatni.
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6. abra: A mikroszatellit fragmenthossz analizis. Egy reakcid elegybe 4 kiilonb6z6 hosszisagu,
eltéré fluoreszcens festékkel jelolt fragment kertilt. Az x tengelyen a fragmentek hossza (bazisok
szama), az y tengelyen a jel er6ssége lathato.

Az adatok feldolgozasa soran fontos volt, hogy csak a legerdsebb jelhez tartozo
fragmenthosszértéket vegyiik figyelembe. Bizonyos populaciok esetében el6fordult, hogy a
miiszer vagy a reakcidelegy esetleges hibaja miatt egy jellegzetes tobb cstucsii mintazat
alakult ki (egybetartozd kisebb nagyobb cslicsok), ilyenkor minden esetben a mintazat
ugyanazon részére es® hosszértéket kellett leolvasni. Az egyes markerekre jellemzd

fragmenthossz értékeket Excel tablazatban rogzitettiik (2. tablazat).
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SS4F

HUN USA
165 165
171 171
174 174
177 177
180 180

183

5519D Saltl Salt4 Salt8 Salt17

HUN USA | HUN USA | HUN USA | HUN  USA | HUN USA

103 103 180 180| 269 269| 377 377 | 355 355

109 109 183 272 380 380 | 358 358

113 186 186| 275 275| 383 383 | 361 361

115 115 189 278 386 386 | 364 364

119 192| 281 281| 389 389 | 367 367
127 195 195| 284 284)| 392 392 | 370 370

131 131 204 287

133 133 207

137 210

139 139

145 145

147 147

151 151

2. tablazat: Az egyes markerekre jellemz6 fragmenthosszok.

Az adatok feldolgozasa utdn a 6 marker segitségével 47 kiilonboz6 allélt tudtunk
kimutatni az altalunk hasznalt mintapopuldcidban (3. tablazat). Paros Wilcoxon-eldjelteszt
segitségével megvizsgaltuk, hogy kiilonbozik-e a honos és az invaziv teriilet az egyes

markerekhez tartoz6 allélszamban. Azonban szignifikans kiilonbséget nem detektaltunk (t = -

1,118; p = 0,2732)

Allélok szama
Primer HUN USA Osszes

S54F 5 6 6
5519D 12 10 13
Saltl 4 8 9
Salt4 4 7 7
Salt8 6 6 6
Salt17 6 6 6

3. tablazat: Az egyes markerekhez tartozo allélok szama. A populaciora
jellemzo allélok tobbsége mindkét populacioban megtalalhatd, mig az

egyedi allélok szama kicsi.

Megvizsgaltuk az egyes markerekhez tartozé genotipusok szdmat (7. abra). Genotipus
szam alatt az egy markerhez tartoz6 allél kombinaciokat értjiik az egyedekben. Az analizis

eredménye szerint a honos ¢€s invaziv egyedek genotipusainak mennyisége nem kiilonbozik

egymastol (Kétmintas T-proba: t = - 0,14564; p = 0,8871).
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7. dbra: Markerekhez tartozo genotipusok szama. A honos

és invaziv populaciok kozott nem tapasztalhatd kiilonbség.

Az allélok diverzitdsat Shannon és Simpson diverzitds indexekkel vizsgaltuk (8-9.
abra). A Shannon index a ritkan el6fordulo elemekre, mig a Simpson a gyakoriakra érzékeny.

A két diverzitas index alapjan nem taldltunk kiilonbséget a honos és invaziv populéciok allél

diverzitasaban. (Mann-Whitney-U-teszt: Simpson diverzitas: t = - 0,9863; p = 0,324,
Shannon diverzitas: t = - 0,8505; p = 0,395)
2,0
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8-9. abra: A honos ¢és invaziv populaciok alléljainak dsszehasonlitasa Shannon és
Simpson diverzitds index alapjan. A két populacio allél diverzitasiban nem
tapasztalhato kiilonbség.
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Bruvo et al.(2004)f6komponens analizis segitségével sikertilt elkiiloniteniink a honos
¢s invaziv populaciok egyedeit egymastol (10.4bra). Ezen algoritmus kifejezetten poliploid
¢lélényekkel végzett allél 6sszehasonlitdsokhoz lett kifejlesztve, tehat az eredményt nem

befolyasolja a mintaelemek eltéré ploidiaszintje.

PCA with Bruvo distance
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10. abra:Bruvoet al.(2004) fékomponens analizis. Az invaziv (piros) és honos
(kék) populaciok genetikailag elkiiloniilnek.

Bruvo distance analizissel végzett tovabbi vizsgalatok sordn igyekeztiink kiilonbséget

kimutatni az invaziv és honos populéaciokon beliil (11.4bra).

PCA with Bruvo distance
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11. abra:Bruvo et al.(2004) fékomponens analizis. Az Gshonos populacion beliil
elkiiloniilé két csoport (sotétkék, tiirkizkék) a koztik 1évé foldrajzi tavolsaggal

magyarazhato.
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Az invaziv populaciok nagyfoka homogenitast mutattak, ezért ezekre a markerekre
nézve nem lehetett tovabbi alpopuléciokra osztani. Ellenben az dshonos populacion beliil két
alcsoportot sikeriilt megkiilonboztetni. A genetikai tavolsag oka a gyijtési helyszinek
nagyobb foldrajzi tadvolsdgaban keresendo.

A S. gigantea 6shonos populacidiban diploid, tetraploid és hexaploid citotipusu
egyedek is eléfordulhatnak. Ellenben az invaziv populaciokban csak tetraploidokat figyeltek
meg. Az altalunk végzett kisérletben az 6shonos egyedek hexaploidok, mig az invazivok
tetraploidok voltak. Ezért a ploidiaszint meghatarozasa mas modszerekkel kiegészitve (pl.
mikroszatellit fragmenthossz analizis) alkalmas lehet a populaciok elkiilonitésére. Az ITS
régiok nem alkalmasak a faj tovabbi populacidégenetikai vizsgalataihoz, mivel nem eléggé
variabilisak. Ellenben a mikroszatellit régiok megfeleloek, mivel a magas aranyvesszo
mikroszatellit régioi kell variabilitdst mutatnak az elkiilonitéshez. A fokomponens analizis
segitségével a két kontinens genotipus eloszlasdban sikertilt kiilonbséget taldlni. A honos és
invaziv terlileteken a kisméretli mintavételezés miatt a populaciok elkiiloniilése nem jelentds
mértékli. Az allélok diverzitasaban és az egyes markerekhez tartozo genotipusokban (egyeden
beliili allélkombinacidk) nem talalhat6 kiilonbség az 6shonos és invaziv populaciokban. Tehat
a S. gigantea populacido genetikai vizsgalataihoz a ploidiaszint meghatarozas és a
mikroszatellit fragmenthossz analizis egyiittesen alkalmas a populaciok genetikai

elkiilonitésére. Tovabbi vizsgalatokhoz a mintavételi teriiletek bdvitése javasolt.
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5. Osszefoglalas

A Solidago gigantea egy Eszak Amerikaban honos, Eurépaba behurcolt invaziv novényfaj.
Elsé nyugat-europai populacioi koriilbeliil a XIX. szdzad kozepén jelenhettek meg
Franciaorszag teriiletén (Voser-Huber, 1983). A kivaduldsukat koveté 150 ¢év alatt
populacioik egész Eurdpaban altalanosan elterjedt gyomma nétték ki magukat. Napjainkra
mar Eurdopan kiviili is megjelentek Japanban (Enomoto, 2000; Tsuyuzaki, 2002), Hawaii-n
vagy Uj-Zélandon (Weber&Jakobs, 2005).

A novekvd globalizacio egyik mellékterméke az invaziv fajok szamanak novekedése
¢s gyorsuld terjedésiik. Emiatt egyre fontosabb helyett foglal el a tudoméanyban az invazio
folyamatat, illetve az invaziv fajokat vizsgald tudomany tertilet, az invazidbiologia (Daehler,
2003). A novekvd informaciomennyiség ellenére még mdara sem tisztdzott az invazid
kialakulasanak pontos mechanizmusa, bar szamos hipotézis igyekszik magyarazatot talalni ra.
A feltevések szerint az invaziot kivaltd okok okoldgia, fiziologiai és genetikai valtozok miatt
kovetkezhetnek be. Az invazi6 genetikai hatterének vizsgéalata ugyan kisebb szakirodalommal
bir, &m nem elhanyagolhat6. A hipotézis szerint egy faj invazivva valdsdnak oka valamilyen
genomi szintli valtozassal hozhato 6sszefiiggésbe. Ez alapjan vizsgalhat6, hogy egy bizonyos
genotipus jelenléte egy populacioban hatassal van-e invazioképességére (Maron et al, 2004;

van Kleunen&Schmid, 2003).

A ndvényvildgban nem ritka jelenség a poliploidia, ezen beliil az allopoliploid
novények (a S. gigantea is ide tartozik), melyek hibridizacio soran létrejott fajok, vilagszerte
eléfordulnak és sikeresen terjeszkednek (Soltis&Soltis, 2000). A magas aranyvesszd honos
populécidiban vegyesen fordulnak elé diploid, tetraploid és hexaploid egyedek. Ezzel
szemben az invaziv populaciokban eddig csak tetraploid citotipust novényeket figyeltek meg
(Schleapfer et al, 2008). A honos ¢és invaziv tetraploid populaciok kozotti morfologiai
kiilonbségek vizsgalata soran bebizonyosodott, hogy az invaziv egyedek kisebb
valoszinliséggel viragoznak, de nagyobb biomassza mennyiséget képesek produkalni, mivel
nagyobb gyokérzetet és tobb rizomat fejlesztenek. Tehat a faj genetikai vizsgalataihoz
elengedhetetlen a ploidiaszint analizis (Schlaepfer et al, 2010). Ezért els6ként a mintaclemek
ploidiaszintjének meghatarozasa tortént (a mintakbol 50 egyed Oshonos, 60 invaziv
populéciokbol szdrmazott). A honos populaciokbol szarmazd egyedek hexaploidok, mig az

invazivak tetraploidok voltak. Mindezek tamogatjadk korabbi tanulmanyok eredményeit
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(Schleapfer et al, 2008), mely szerint az invaziv populaciokban tetraploidok egyedek

figyelhetdk meg.

A faj els6, invaziot célzd genetikai vizsgalata soran kloroplasztisz markerek
segitségével igyekeztek bizonyitni a honos ¢és invaziv populaciok kozotti kiilonbséget. Az
altaluk hasznalt markerek megfeleléek voltak az diploid és tetraploid 6shonos populaciok
elkiilonitésére, ugyanakkor nem bizonyultak elégségesnek az invaziv populaciok
elkiilonitésére (Schlaepferet al, 2010.). Célunk egy olyan genetikai mddszer kidolgozasa volt,
aminek segitségével kiilonbséget lehet kimutatni a S. gigantea populaciokban. Els6ként a
nrITS régiokban (nuklearis intergenikusspacer régiok) kerestiink genomi kiilonbségeket, am a
populdciok kontinens szintli elkiilonitése sem volt lehetséges, mivel az altalunk vizsgalt
teriiletek szekvencidiban bazisnyi kiilonbséget sem lehetett kimutatni. Ezt a vizsgalati

modszert elvetettiik és helyette a mikroszatellit régiok vizsgélatéra tértiink at.

A fragmenthossz analizis alapja egy Solidago rokon fajnal végzett sikeres
mikroszatellit analizis volt, amely sordn a fajon beliil genetikailag elkiilonithetd populéciokat
mutattak ki (Sakaguchi&Ito, 2014).A mikroszatellit régiok széles korben hasznalatosak a
genetikai elkiiloniilés vizsgalatara, hiszen egyes régidiban igen nagyfoku variabilitas

figyelhetd meg (Raybould et al., 1998).

Ezen elgondolas alapjan €s az altaluk hasznalt primerparok felhasznalasaval 6 marker
esetében sikeriilt polimorfizmust kimutatnunk. A modszer segitségével a felhasznalt 110
mintaelembdl 49 allélt azonositottunk. Az egyes markerekhez tartozé allélok és genotipusok
(egyedenkénti allél kombinaciok) szama, illetve diverzitasa alapjan nem talaltunk kiilonbséget

az 6shonos ¢€s invaziv populaciok kozott.

Fékomponens analizis segitségével sikeriilt kiilonbséget kimutatni a két kontinens
genotipusbeli eloszlasa kozott. A két populécion beliili alcsoportok elkiilonitése csak az
dshonos egyedek kozott volt lehetséges. Mivel mintavételezésiink sordn viszonylag kis
tertiletekrdl tortént a populaciok kivalasztasa (5-130km tavolsadg az egyes mintavételi helyek
kozott), ezért nem volt varhato jelentdés mértékii elkiiloniilés a honos vagy invaziv teriileteken
beliil (Hierro et al., 2005; Hansen&Mensberg, 1998). Ugyanakkor a mikroszatellit lokuszok a
populdcidkon beliil erds hasonlosagot mutathatnak, ugyanakkor a tavolsdgokkal nem
korrelalnak (Raybould et al., 1998). Tehat a mikroszatellit analizis egy megbizhatd modszer
az egyes populaciok elkiiloniilése (Boys et al., 2005). Egyes feltételezések szerint a
populécidkon beliili genetikai elkiiloniilés €s geografiai tavolsag pozitiv korrelacioban allnak
(Allendorf&Waples, 1996), ellenben szamos tanulmany eredményei cafoljak ezen allitast
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(Rayman, 1993; Nielsen et al., 1996).Ennek ellenére a honos populaciok kozti elvalas (ebben
az esetben volt a legnagyobb foldrajzi tavolsag) megerdsitést ad a késébbi vizsgalatokhoz az

atfogobb mintagytijtés fényében.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy 1j, miikodo képes markereket talaltunk a S.
gigantea populacidinak (6shonos és invaziv) elkiilonitésére. Az ITS régiok analizise a magas
aranyvessz6 esetében nem alkalmazhato, mivel a genomjuk ezen része nem eléggé varidbilis.
Ugyanakkor a mikroszatellit fragmenthossz analizis és a ploidia analizis egylittes hasznalatat
ajanljuk a faj populacid genetikai vizsgélatara. Ezen modszerek és nagyobb Iéptékii
mintavételezés felhasznaldsaval részletesebb képet kaphatunk a faj foldrajzi és genetikai

elkilonilésérdl.
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7. Fuggelék

7.1. Irodalom jegyzék
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