XXXII. OTDK
Biologia Szekcio

Egy mezofil lomberdei faj, a szartalan kankalin

(Primula vulgaris Huds.) eurépai léptékii filogeografiaja,

kiillonos tekintettel a Karpat-medencére

Laczko Levente
Bioldgus Msc
L. évf.

Témavezeto:

Sramké Gabor
posztdoktori kutato
DE TTK Novénytani Tanszék
MTA — MTM — ELTE Okologiai Kutatocsoport

Debreceni Egyetem
Természettudomanyi és Technologiai Kar

Novénytani Tanszék

Debrecen, 2015

1



Tartalom

1.

BEVEZELES. ... et ere s 3
11, A vizsgadlt NOVENY FOVIA JEIIEMZESE ......c.eevueireiniiiiiesiieeieeeeet ettt 3
1.2, IrOdaImi GUEKINIES ....c..ooceevueieieieiieeiee ettt ettt sttt b e st sbe e 5

CEIKILTZES ..ottt ettt s bt e s bt et e b e sb e e s b e emee bt sbe e s e sneennenreeneens 8

ANYAZ €S MOUSZET ...ttt st st et sn e r s 9
3.1, INGVERYANYAQ «veeveeireeieieeieeieesieesteeseestesssteesseesteesseesseesssesssesssessseesseessesssessssssssssnsesssesssessseessesans 9
3.2, FelhASznalt MOASZEFEk ........c.cocuoieeiiiiiiiiiiecieet ettt st 10

EredmEnyek ........ccooooiiiiiiiiieee e e e 15
4.1.  Nuklearis és plasztididlis szekvenciak analiziSe..............ccoooveevoenenveniinieesicninesiseeseseee 15
4.2,  Mikroszatellitek ANAIIZISE .............cocouoveeiiiiiiiiiiiiiieiteteee ettt 20

DISZKUSSZIO .......covviviiiiiieiec e e e 23

KODKIUZIO ...t e s 25

KOSZONetnYIIVANILAS.........cccooiiiiiiiii e e 26

IrodalomeGYZEK ............cooiiiiiiiiiie e e 27

Tételes SZErzZOi NOZZAJATULAS............c.cccuiviiiiriiie et et s e r et 29



1. Bevezetés

1.1. A vizsgalt novény rovid jellemzése

A Primula vulgaris Huds. (syn.: Primula acaulis (L.) Hill.) a Primulaceae csaladba tartozo kis
termetii, mezofil igényt, rizomaval rendelkez6 névény, mely féleg tide erdok arnyékosabb szé-
leinek, tisztasainak jellemz6 faja. Levelei levélrozsaban allnak, rancos lemeziiek, visszas tojas-
dad alakuak, melyek 5-22 cm hosszuak, 2,5-3 cm atmérdjii, kénsarga viragai aprilis elejétdl
nyilnak (1.abra, 1. kép). Rovarmegporzasu (elsdsorban Bombus spp.) ndvény, mely eltéro ala-
kokkal, kiilonb6z6 hosszisagl porzdszalakkal probalja maximalizalni a keresztbeporzas valo-
szinliségét. Ismert onmegporzo alakja is, mely sikeresebb olyan években, amikor ritkabbak a
megporzok. A vegetativ szaporodas csak ritkan fordul el6 és csak kis tavolsdgon hatékony. Egy
novény 42—57 magot hoz 1étre termésenként. Megfigyelhetdé a myrmecochoria, azaz a névény

magvainak hangyak altal torténd terjesztése (JACQUEMYN et al. 2009).

l.abra: Virdgzo Primula vulgaris (JACQUEMYN et al. 2009)



1. kép: 4 csodei allomany egyedei (foto: Sramko Gabor)

A faj alapvetden atlanti-szubmediterran elterjedési mintdzatot mutat, aredja Eurépaban a Kau-
kéazustol a Brit-szigetekig, Norvégiatol Eszak-Afrikaig terjed, ezaltal az egyetlen Primula faj,

amelynek aredja Afrikat is eléri (2. abra).

2. abra: A faj europai dredja (MEUSEL et JAGER 1965)



Erdemes kiemelniink a Karpat-medencei elterjedési mintazatot. Magyarorszagon, a Dunantalon
a faj aredja egybefiliggd, de gyakori Szlovékia nyugati részén, illetve szdmos populaciot talal-
hatunk az Erdélyi-szigethegységen at egészen Karpatalja északi részéig. Foldrajzi adottsagok
tikkrében a régidonkbeli elterjedési mintazat legfoképpen kozéphegységi teriiletekre Gsszponto-

sul, megfigyelhet6 egy harapofogo-szert, két polusos mintazat (3. abra).
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3. abra: A Primula vulgarls Karpat-medencel elterjedése (SRAMKO

1.2. Irodalmi attekintés

Az ilyen és ehhez hasonl6 elterjedési mintazat kialakulasat az ,,illir-dacikus harapofogd” elmé-
lete segitségével értelmezhetjiik, amelyet ezen a néven VARGA (1964:136) irt le a
nagylepkefauna alapjan, azonban hasonlo elterjedésti novények esetén is alkalmazhatjuk. En-
nek értelmében két posztglacidlis migracios utvonalat feltételezhetiink: egyet illir teriiletrdl a
noérikumon at, és egy masik, un. dacikus ttvonalat. Ezek szerint a jégkorszakokat a déli eurdpai
félszigetek refigiumaiban atvészelt faj a Karpat-medencét a fenti két f6 titvonalon, harapofogo-
szeriien kolonizalta a glacialis utani felmeleged6 idészakban. A Primula vulgaris floratorténe-
tével HENDRYCH (1996) is foglalkozott, foleg klimatikus viszonyok alapjan vizsgalta a novény
elterjedését. Jelenkori dkolodgiai igények alapjan azt valoszintisitette, hogy a faj korabban na-

gyobb teriileten volt jelen, az area jelenleg felszakadozo fazisban lehet, ezen kiviil leirta, hogy
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a P. vulgaris valészintileg az illir-dacikus harap6fogd mentén terjedhetett el a Karpat-meden-
cében a glacialisok utan. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a harom nagy déli, eurdpai félszigete-
ken 1évo refugiumokban vészelte at a faj a lehiiléseket, mint azt szamos faj esetében bizonyi-
tottak molekularis filogenetikai modszerekkel (TABERLET et al. 1998). Késébb BORHIDI
(2002) a harapofogd nyugati oldalan harom utvonalat valosziniisitett: egy délit a Villanyi-hegy-
ség felé, egy Dunantuli-kozéphegységen at iveld kozépsot és egy északit az Eszaknyugati-Kar-
patok felé. SRAMKO (2004) részletes elemzést mutatott be arrol, mely fajok keriilhettek be illir,

melyek dacikus és melyek mindkét Gtvonalon. A tanulmany szintén valdszinisiti, hogy a P.

vulgaris az illir-dacikus harapofogd migracios titvonalait kovette (4. abra).

4. abra: A feltételezett migrdcios utvonalak (SRAMKO 2004)

Az elmélet tesztelésére leginkabb molekularis filogeografiai modszerek alkalmasak, me-
lyekhez a megfeleld markerek eddig nem alltak rendelkezésiinkre. Azonban segitségiinkre vol-
tak mas szerzok, akik foglalkoztak a Primula vulgaris-szal molekularis alapon. VOLKOVA és
munkatarsai (2013) bemutattak a faj Fekete-tenger kornyéki filogeografiajat, valamint olyan
markereket publikaltak, amelyeket populacion beliil nem talalt variabilisnak, populaciok kozott
viszont igen, tehat alkalmasak filogeografiai mintazat feltérképezésére. Az altala hasznalt ré-
giok a nuklearis ITS, valamint plasztidialis trnL-trnF és rpl32-trnL voltak. Az ITS olyan sejt-
magi DNS régio, amelybdl tobb kopia is jelen van a nuklearis genomban. Tobb egység alkotja,
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a megegyez0 egységek szekvenciai azonosak. A két spacer az ITS 1 ésazITS 2,azITS 1 a 18S
s 5,8S gén koz¢, az ITS 2 az 5,8S €s 26S gén kozé van bedgyazva. A trnL-trnF a plasztidialis
genomban helyezkedik el, tartalmazza a trnL intront és a trnL-trnF spacert. A szintén
plasztidialis marker rpl32-trnL intergenerikus spacer, amely az rpl32 és trnL gének kozott ta-
lalhato.

Munkénk molekularis alapjat egy masik, a kozelmultban k6zolt eredmény fektette le.

TRIEST és munkatarsai (2014) 15 mikroszatellit markert fejlesztettek a célfajunkban.

A mikroszatellitek 2—4(-5) alapszekvenciaju tandem ismétlddések, amelyek nagy szam-
ban talalhatéak a genomban. Mutacids sebességiik igen nagy, ami altal szdmos allélt hozhatnak
létre, vagyis alkalmasak populdciogenetikai struktura feltdrasara. Szamos esetben dinukleotid
ismétlédések formajaban vannak jelen, amelyek lehetnek (CAyn, (GA)n, (AT)n, (GC)n, habar a
(GC)n tipus ritkabb a tobbinél (ELLEGREN 2004). A TRIEST és mtsai. altal bemutatott 10kuszok
koziil 8 dinukleotid ismétlddés, a fennmaradd 7 komplexebb struktira. Osszesen 187 allélt fe-
deztek fel, amelyek szama l6kuszonként 7-28 k6zé, populacionként 25121 kozé esett, adataik

alapjan a genetikai variabilitds magasnak mutatkozott.



2.  Célkitiizés

Vizsgalataink soran a szartalan kankalin (Primula vulgaris) eurdpai 1éptéki filogeografiai ana-
lizisét tliztlik ki célul, melyhez molekularis genetikai modszereket hasznaltunk fel. Célunk volt
tovabba az illir-dacikus harap6fogd elmélet helyességének tesztelése a faj esetében. A hipotézis
helyessége esetén a keleti és nyugati agak molekularis alapon elkiilonitheték egymastol.
Filogeografiai elemzéshez felhasznaltunk sejtmagi és plasztidialis szekvencidkon alapul6 ada-
tokat, valamint mikroszatelliteket, tehat populacidégenetikai szempontbdl és jellemeztiink egyes

populéciokat, aminek segitségével megallapithatok a feltételezett migracids utvonalak.



3. Anyag és médszer

3.1. Névenyanyag

A mintagyiijtés a 2000-es évek elsd felében tortént 96%-0s etanolba, aminek kdvetkezménye-
képpen Osszesen 63 populacié egyedeib6l tudtunk DNS-kivonatot eléallitani. A Polina
Volkova-val val6 k6z6s munka eredményeképpen ez a lista boviilt, a feldolgozott mintak fold-
rajzilag az area jelentOs részét lefedik (5. abra). Az illir-dacikus harapofogo elmélet tesztelé-
sére tortént populaciogenetikai mintavételezés is (1. tablazat). Ezek — szemben a VOLKOVA és
mtsai. (2013) altal leirt markerekkel, amelyek populacionként egy egyed elemzését igénylik —
minél tobb egyed mintdzéasara van sziikség. Az ilyen modon tortént gytijtés a harapofogd men-

tén csoportosult.

1. tablazat: 4 populaciogenetikai célokra gyuijtott mintak

Rovid Populacié Koordinata(E)  Koordinata(K) Mintazott egyedek
név szama
Slk_w1 Sk: Blatnica: Gaderska dolina 48.93681 18.9385 20
Slk_ W2 Sk: Vrchtepla 49.12850 18.56128 20
Cr_wW3 Cr: Gradisté: Loncarski vrh 45.42144 17.97575 18
Hu W4  Hu: Zakdny: Foldvar-hegy 46.26653 16.91725 16
Slo_W5 Slo: Vareja 46.36636 15.91733 15
Slo_W6 Slo: Kamnik 46.19994 14.59967 20
Hu_W?7 Hu: Csode 46.83928 16.54169 12
Ro_E1 Ro: Nagyompoly 46.49133 22.55575 20
Ua_E2 Ua: FelsGapsa 48.95196 22.51170 18
Ro_E3 Ro: Dunatdlgyes 46.99385 21.98366 20
Ro_E4 Ro: Plispokfurdd 44.60902 22.25246 20
Ua_E5 Ua: Séslak 48.01554 23.98553 19
Ro_E6 Ro: Nagyompoly 46.14797 23.17179 20



5. abra: Az eurdpai léptékii filogeogrdfiai analizis soran felhasznalt mintak. A sotétitett teriilet a szartalan

kankalin elterjedeési teriiletét mutatja

3.2. Felhasznalt modszerek

A DNS-kivonas sordn CTAB (cetiltrimetilammoénium bromid) modszert hasznaltunk (DOYLE
& DOYLE 1987). A mintakat folyékony nitrogénnel torténd fagyasztas utan eldorzsoltiik kevés
kvarchomokkal és polivinilpolipirrolidonnal (PVPP) a felszabadul6 fenolok megkdtésére. Az
eldorzsolt novényi szovetre 800 ul CTAB oldatot pipettdztunk, amely a CTAB-n kiviil -
merkapto-etanolt és polivinilpirrolidont (PVP) tartalmazott. A polivinilpirrolidonnal a kivonas
soran felszabaduld poliszacharidokat kothetjiik meg. Egy 6ras inkubacid utan a sejttormeléket,
kvarchomokot és PVPP-t centrifuga segitségével eltavolitjuk a feliiluszo atontésével 0 cso-
vekbe. 700 pl 24:1 aranyt kloroform:izoamil alkohol hozzaadasa utan a csdveket atforgattuk,
ezutan ujabb centrifugalasi 1épés kovetkezett, ami utan a feliiluszot dvatosan uj, tiszta eppendorf
csObe pipettaztuk. A 1épést megismétetltiik 550 pl kloroform:izoamil alkohollal, ezutan hideg
izopropanolt €s ammonium-acetatot adtunk a mintakhoz, majd fagyasztdba tettiik. Tapasztala-
taink szerint tobb DNS nyerhetd ki, ha a mintak egy ¢éjszakat allnak a fagyasztoban. Erds cent-
rifugéalas segitségével pellettizaltuk az oldatban kicsapddott DNS mennyiséget, amely az
eppendorf csovek aljan gytilt 6ssze. A feliiluszot leontottiik, majd a pelletteket atmostuk kétszer
400 pl 70%-os etanollal. A mintakat szobahdmérsékleten szaritottuk meg a fennmarado alko-

holt6l, majd 8-as pH-jia 10 mM-os Tris-HCI pufferben oldottuk.
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Az ITS amplifikacidjahoz ITS 1A és ITS 4 (GULYAS et al. 2005) primereket hasznaltunk
(2. tablazat), a régiora altalanosan hasznalt PCR rezsim segitségével, amellyel sikeres

amplifikaciot végeztiink. A PCR kondicidk a kovetkezok voltak:

1) 94°C-4:30 4)  72°C-0:40
2) 94°C-0:30 5) 72°C-7:00
3) 51°C-0:30 6) 18°C- w

Az 1) és 2) szakasz folyaman torténik a denaturacid, azaz a duplaszali DNS szétvalasa,
majd a 3) szakasz folyamén a primerek kétddnek a DNS-hez, ezutdn a 4) és 5) szakasz soran
torténik a polimerizacio, azaz a DNS tényleges amplifikacidja. A 2) —4) szakasz 33 alkalommal

ismétlédik. A 4) szakasz minden egyes ciklusban egy mésodperccel novekszik.

A trnL-trnF spacer amplifikaciojanal felhasznalt primerek a TABERLET et al. (1991) altal
kozoltek, melyeket — mivel etanolba tortént a mintagy(ijtés, ami a DNS fragmentalodasat
okozza — bels6 primerekkel kombinalva két részletben alkalmaztunk, mig az rpl32-trnL eseté-

ben a SHAw et al. (2007) altal kifejlesztettek voltak (2. tablazat).

A trnL-trnF és rpl32-trnL régié amplifikalasa soran alkalmazott PCR kondiciok a kovet-

kezok voltak:
1) 94°C - 3:00 6) 48°C-0:30
2)  94°C-0:30 7) 72°C-1:30
3) 58°C-0:30 8) 72°C-7:00
4)  72°C-1:30 9) 4°C - «

5) 94°C-1:30

Ebben az esetben az tigynevezett touchdown rezsimmel noveltiik a reakcio specifitasat.

A 2) —4) és 5) — 7) szakaszok 20-20 alkalommal ismétlédnek egymast kovetden.
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2. tablazat: A nukledris és plasztididalis szekvencidk amplifikaciojandl felhasznalt primerek

DNS régio Primer Primer szekvencia

nriTS ITS 1A 5’-GAC GTC GCG AGA AGT CCA-3°

nriTS ITS4 5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’
trnL-trnF Tab C 5’-CGA AAT CGG TAG ACG CTACG-3’
trnL-trnF Tab D 5’-CGG GAT AGA GGG ACT TGA AC-¥
trnL-trnF Tab E 5’-GGT TCA AGT CCC TCT ATC CC-3’
trnL-trnF Tab F 5’-ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG-3°
rpl32-trnL rpl32 F 5>-CCAATATCCCTTYYTTTT CCAA-3
rpl32-trnL trnL R 5’-CTG CTT CCT AAG AGC AGC GT-3

Minden itt bemutatott genetikai markerre jellemz0 a neutralis molekularis evoluci6 jelen-

sége, amelynek értelmében a régiora csekély szelekcios erd hat, igy a véletlenszeriien 1étrejovo

pontmutaciok spontan populacidogenetikai folyamatok révén fennmaradhatnak és a filogenetikai

mintazat vizsgalatat lehet6vé teszik.

crcr

3. tablazat: A PCR soran felhasznalt vegyszerek torzs-, és végkoncentracioja

Vegyszer Torzsoldat koncentracidja ~ Végkoncentracio ~ Mértékegység
Reakciopuffer 10 1 X
Dezoxinukleotidok 2 0.2 mM
Magnézium-klorid 25 2 mM

Marha szérumalbu- 10 1 mg/ml
Primerek 10 0.2 uM
DNS-polimeraz en- 5 0.03 U

DNS templat 100 4 ng/ul
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A PCR termékeket Polina Volkova-nak kiildtiik el, aki elvégezte azok szekvenalasat.
Egyes esetekben azonban sziikség volt egy masodik szekvenalasra is tUgynevezett
"proofreading”, azaz hibak kijavitasara alkalmas DNS polimeraz enzimmel a szekvenciakban
1év6é mikroszatellit motivumok miatt (DEVEY et al. 2009) Osszesen 124 egyed sejtmagi és 108
egyed plasztidialis szekvenciait dolgoztuk fel, ezeket a MultAlin online program (CORPET
1988) segitségével illesztettiik. A plasztidialis markereket az analizis soran kombinaltuk, vagyis
a két markert egyszerre hasznaltuk fel egy elemzésben. A trnL-trnF marker esetében nagy se-
bességgel evolvaloddé homoplazikus szakaszokat (mikroszatelliteket) is talaltunk, amelyek
ugyan nagy variabilitassal rendelkeznek, de mivel értelmezhetetlenné tették a struktirat, az ana-
lizis soran nem vettiilk figyelembe. A szekvencidkat a TCS 1.21 programmal elemeztiik
(CLEMENT et al. 2000) ugy, hogy a "gap"-eket 5. karakter-allapotként tekintettiik. A program a
parszimonia elvén miikodik, a fennédlldé pontmutacidk alapjan szamolja ki az egyes csoportok
kozotti genetikai tdvolsagot, ilyen moddon Ilétrehoztuk a vizsgalt populacidok ribo- és
haplotipushalozatat, amelyrdl megallapithato a valdszintisithetden legrégebb ota 1étezd ribo- €s
haplotipus, valamint az egyes populaciok kozott fennalld tavolsag és leolvashatok a mutaciok.
A t6bb bazis hosszusagl inzercid/deléciokat ugynevezett "singleton gap”-ek formajaban kodol-
tuk, tehat az ilyen tipust mutéciokat egyetlen mutacids eseményként kezeltiik. Kiilcsoportként
oroszorszagi Primula veris L. szekvenciadkat hasznaltunk. Térképek szerkesztéséhez a QGIS

programot vettiik igénybe.

Ludwig Triest segitségével 14 10kuszon alapul6 genotipizalas tortént mikroszatellit mar-
kerek alapjan (4. tablazat), populacionként legalabb 12, legfeljebb 20 egyed alapjan (1. tabla-
zat). A primerek az ismétlddé motivumok mellett kisebb-nagyobb tavolsagra elhelyezkedd
konzervativabb szakaszokhoz kdtnek a PCR soran, mivel igy a teljes vizsgalni kivant szakasz
felszaporithat6, valamint a biztos amplifikaciohoz elegendé hosszlisagli szakasz all rendelke-
zésre. A primereket célszerli fluoreszcens festékkel jelolni, a termékek igy alkalmasak
fragmenthosszanalizis céljara. Az igy kapott nyers adatokat, melyek esetében a variabilitast a
szakasz hossza adja, a GenAlEx 6.5 programmal elemeztiik (PEAKALL et SMOUSE 2012). Az F-
statisztikanal az Fstat 2.9.3.2 (GOUDET 1995) , fokoordinata analizisnél és klaszteranalizisnél a

Past 2.17c (HAMMER et al. 2001) volt segitségiinkre.
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4. tablazat: 4 mikroszatellit analizishez felhasznalt primerek (TRIEST et al. 2014)

Lokusz Primer szekvencia Ismétl6dé motivum  Hossz

Priv4 F: PET-ACTCTTCTTGTTCCTCTCCCA (GT)n 73-131
R: ACCTAGTTCCTCGCTCCACA

Privé F: NED-ATCTGTTTCTTAGGTGTGTGG (GT)3GGG(GT)n 133-177
R: ACAAGTAACAACACAATGATG

Priv7 F: VIC-GATTCCAACAACTACGGTTCA (GT)n 193-212
R: CAATGAAATCTACATGTTACGCT

Privl3 F: PET-AGATATTCCGGTGGTGGTGA (GT)n 165-197
R: AAAAACCCAATATTTCCAAGTTT

Privl5 F: NED-ACCAGAGCTGGCACAACATA (GT)n 191-208
R: GATGGGAGGGGAGACATTTT

Privl7 F: 6FAM-GCCGGTAATTAAAAAGGCTGT (GA)+(GA)4AA(GA),  414-184
R: TAAACGCAACCTTGTTCAGC

Privl9 F: VIC-CATTGCGTGCGTTACGACT (GA)n 134-164
R: TGAAATTGATCGCTCACGAA

Priv26 F: 6FAM-GCCTCTTTCTCCCTCTTTCTTC (GA)n+(GATA), 232-262
R: CGAATTACTCCTAATGCTTGAAAA

Priv27 F: PET-AGTCGAGCAGCCTTGTGTTT (GA)n 134-156
R: TCCCTTCTTTGTTTGCTCCA

Priv29 F: PET-TGAAACAAACAGTTGAAAGCA (GA)ATA(GA)n 198-220
R: TTATCTGGCGGCTGCTATTT

Priv34 F: VIC-AATCCCATTTTGACCACCAA (TA)n(GATA)n 93-117
R: ACCTTGAAATGAGGGGAGAC

Priv35 F: 6FAM-TTGGTAATTCGAGGGAGTTTTT  (GA)n 172-194
R: AATCCCTTTTTCTCCCAACG

Priv36 F: 6FAM-ATACCAAGTGATGGGGCAAG (GA)n 101-121
R: TCTCTTCCCTAGTATTCCCTGAAA

Priv39 F: NED-AGGGGGAGAATGCTTTTGAT (GA)n+(GATA)A 135-168
R

: CGTTCGACATTGCTTGAAGA
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4.  Eredmények

4.1. Nuklearis és plasztididlis szekvencidak analizise

Mind nrITS, mind kombinalt plasztidialis szekvencidk alapjan eldallitottuk a vizsgalt populé-
ciok ribo- illetve haplotipus halozatat. A felfedezett mutaciok kozott talalhatok tranziciok,
transzverziok €s inzercid/deléciok is. Az egyes négyzetek ¢€s ellipszisek mérete az adott cso-
portba sorolhatdé mintadk szamara utal (6. és 8. abra). Az egyértelmliség kedvéért mindig
ribotipusnak nevezziik az nrITS szekvencidkon alapul6 unikalis szekvencia-valtozatokat, mig

haplotipusnak a trnL-F és rpl32-trnL régiok kombinalasabol szarmazoakat.

Az ITS régi hossza hossza 713 bazisparnak adddott, amelybdl 22 volt informativ. A
ribotipus halézaton 6t nagy csoport jeldlhetd ki: a leg6sibbnek tartott, a Kaukazusra és a Karpat-
medencére is jellemzd D, amely kozvetleniil kapesolodik a Z kiilcsoporthoz az ebbdl egy-egy
mutacioval szdrmaztathato, Fekete-tenger partjara jellemzd A, illetve Eurdpa jelentds részére
jellemzd F ribotipus. Kiemelhetjiik még a Krim térségére jellemzd a legdsibb D ribotipusbol
két mutacioval 1étrejott H ribotipust is, valamint az X ribotipust, amely az F-bdl johetett 1étre

egy pontmutacioval és csak a mai Gorogorszag teriiletén jellemz6 (7. abra).
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6. abra: Az nriITS alapjan késziilt TCS ribotipushdlozat
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7. abra: Az nrITS ribotipusok térbeli eloszlasa
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A kombinalt plasztidialis markerek szekvencidinak hossza 790 bazispar volt, amely 18
informativ karaktert tartalmazott. Az rpl32-trnL és trnL-trnF markerek alapjan rekonstrualt
TCS haplotipus haldézaton négy nagy csoportot kiilonboztethetiink meg: a narancssargaval jelolt
Kaukazusra jellemz6 IV haplotipuscsoportot, a Fekete-tenger partjara jellemz6 sargaval jelolt
[ll-as , illetve az Eurdpa nagy részére jellemz6 vorossel jeldlt I-es haplotipuscsoportot. Itt is
kiilon kiemelhetjik a Krim térségét, mivel egyediil itt jellemzé a lilaval jeldlt Ic

haplotipuscsoport. Felfedezhetiink kisebb szatellit el6fordulasokat, ezek valdsziniileg hibridi-

zacio kovetkezményei, igy filogeografiai mintazat térképezésére nem alkalmasak (9. abra).

8. abra: Plasztidialis szekvencidk alapjan késziilt TCS haplotipushalozat
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9. abra: Plasztidialis haplotipusok térbeli elhelyezkedése
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A Karpat-medencére vonatkozoan nrITS szekvencidk alapjan elmondhatjuk, hogy a Kau-
kazusra is jellemzd, a TCS altal legésibbnek tartott D ribotipus itt is eléfordul. Megtalalhato
még az Eurdpa nagy részére jellemz0, a D-bol egy mutacidval 1étrejott F ribotipus is, valamint
felfedezhetjiik a D-bdl egy-egy mutacioval szarmaztathaté Q, O, R ribotipusokat (10. abra).
Plasztidiélis szekvenciak alapjan térségiinkre az I-es haplotipuscsoport jellemzd. Itt is kiemel-
hetilink az el6bb emlitett csoporttdl nagy genetikai tavolsagra elhelyezkedd haplotipusokat, ezek
valoszintileg szintén szatellit el6fordulasok és nem alkalmasak filogeografiai analizis céljara

(11. abra).

=

10. abra: A Karpat-medencében talalhato ribotipusok

O, .

11. abra: A Karpat-medencében talalhato haplotipusok
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4.2. Mikroszatellitek analizise

Mikroszatellit adatok alapjan a GenAlEx program segitségével elvégeztiik a molekularis

variancaiaanalizist (AMOVA), amely populaciok kozott 31%-nak, egyedek kozott 12%-nak,

egyedeken beliil 57%-nak adddott. Korabbi tapasztalatok alapjan kijelenthetjiik, hogy a popu-

laciok kozotti 31%-os érték magasnak szamit, vagyis a Karpat-medencei populaciok magas

molekularis varianciaval rendelkeznek (12. abra).

12. abra: Mikroszatellitek alapjan késziilt molekularis varianciaanalizis (AMOVA)

A paronkénti Fg értékeket (5. tablazat) ¢s azok szignifikanciajanak szintjét (6. tablazat)

az Fstat programmal szamitottuk. A szignifikanciaértékek alapjan megallapithatjuk, hogy habar

kisebb-nagyobb mértékben, de minden populacié szignifikansan kiilonbozik egymastol. Ez

meglepd adat, ha figyelembe vessziik azt is, hogy mintazasra keriiltek olyan populaciok is,

amelyek foldrajzilag viszonylag kicsi, azonban Fs értékek alapjan nagy genetikai tavolsagra

helyezkednek el egymastol.

5. tablazat: Pdronkénti Fs értékek

Slk Wl [Slk W2 |Cr W3 Hu W4 Slo W5 [Slo W6 |Hu W7 Ro E1 Ua E2 Ro E3 Ro E4 Ua E5 Ro E6
Slk Wl 0f 0,3099| 0,1882] 0,1921f 0,1815] 0,2151| 0,2644| 0,2199 0,304 0,2565[ 0,5158[ 0,2545[ 0,2859
Slk W2 0,3099 0] 0,1593] 0,1142| 0,1418] 0,1101) 0,1422| 0,1573] 0,2321] 0,1897] 0,3458] 0,1678] 0,2037
Cr_ W3 0,1882 0,1593 0] 0,0696] 0,0569| 0,0726| 0,1114] 0,0921] 0,1411] 0,1531] 0,3691] 0,1021] 0,1198
Hu W4 0,1921 0,1142 0,0696 0] 0,0409 0,061 0,0973] 0,0779| 0,1604| 0,1437 0,352 0,1083[ 0,1586
Slo_W5 0,1815[ 0,1418[ 0,0569[ 0,0409 0] 0,0549 0,097 0,0648[ 0,1244 0,1209 0,3337 0,0754 0,1533
Slo W6 0,2151 0,1101f 0,0726 0,061 0,0549 0] 0,0745] 0,0823] 0,1446] 0,1167] 0,3262 0,096 0,1493
Hu W7 0,2644 0,1422 0,1114f 0,0973 0,097 0,0745 0] 0,1393] 0,1354] 0,1546] 0,3584| 0,1384| 0,1857
Ro E1 0,2199[ 0,1573[ 0,0921 0,0779[ 0,0648[ 0,0823[ 0,1393 0] 0,1521] 0,0912] 0,3186| 0,0712] 0,1266
Ua_E2 0,304 0,2321 0,1411 0,1604f 0,1244( 0,1446| 0,1354] 0,1521 0] 0,1728 0,349 0,1385[ 0,2349
Ro _E3 0,2565[ 0,1897[ 0,1531 0,1437[ 0,1209 0,1167[ 0,1546| 0,0912| 0,1728 0] 0,3069] 0,1129] 0,1737
Ro E4 0,5158[ 0,3458[ 0,3691 0,352 0,3337[ 0,3262 0,3584| 0,3186 0,349 0,3069 0] 0,3533] 0,3975
Ua_E5 0,2545( 0,1678[ 0,1021f 0,1083[ 0,0754 0,096 0,1384| 0,0712| 0,1385| 0,1129] 0,3533 0] 0,1375
Ro E6 0,2859[ 0,2037[ 0,1198[ 0,1586[ 0,1533[ 0,1493[ 0,1857| 0,1266| 0,2349] 0,1737| 0,3975] 0,1375 0
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6. tablazat: Paronkénti Fs értékek szignifikancidja

Slk Wl |S1lk W2 |Cr W3 Hu w4 Slo W5 |Slo W6 |Hu W7 Ro E1 Ua E2 Ro E3 Ro E4 Ua E5 Ro E6

Sslk Wl k% *k * 3k k% k% k% k% %k k% *k *k *k
Slk7w2 *% *% * *% *% *% *% *% sk *x *%
Cr %3 *k k% k% k% k% *k k% k% * % k%
Hu W4 * k% k% k% ¥k k% k% * 3k k%
slo W5 k% *% * %k ¥k k% * % k¥
Sloiw6 *k *k *% *k *% *% *%
Hu %7 *k *k *k k% *% *%k
R07E1 *% *% *% *k *%
Ua E2 ** ok *k *%
Ro E3 *k *k *k
RoiEél *% *%
Ua E5 o
Ro E6

GenAlEx hasznalataval 1étrehoztuk a populaciok kozotti, kodominans markeren alapul6d
genetikai tavolsagmatrixat, majd tovabb elemeztiik az adatokat. A Past program felhasznalasa-
val a fokoordinata analizist végeztiink, Gower algoritmus normalizacidja mellett (13. abra). Az
elsé koordinata az adatok 72,63%-at magyarazza, mig a masodik 11,92%-ot. Ezek alapjan a
keleti és nyugati agak nem valnak el teljesen egymastdl, illetve az egyes agakon beliil is rend-
kiviil nagy genetikai tavolsagot taldlunk az egyes populaciok kozott. Itt felfedezhetiink két, cso-
porton belill is kimagaslo értékekkel rendelkezd populaciot, ez a pirossal jelolt nyugati ag ese-

tében a vrchtepla-i, a zolddel jeldlt keleti 4g esetében a dunatdlgyesi ndvények.

0,10

0,05

Coordinate 2

0,054

0,10+

0,15+

T T T T T T T
0,20 -0,15 -0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10 015 020 0325 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50
Coordinate 1

13. Abra: Pdronkénti genetikai tavolsag alapjan késziilt fokoordinataanalizis (PCoa)
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Szintén a Past program hasznalataval Gower algoritmus alapjan klaszteranalizist végez-
tiink (14. abra), ahol az el6bb emlitett két populacid szintén élesen elvalik. Eszre kell még
venniink, hogy a két ag itt sem kiiloniil el teljesen, valamint jelentds genetikai tdvolsdgokat
fedezhetiink fel. Ki kell emelniink, hogy a Karpat-medencén beliili migracios utvonalak re-
konstrudlasara alkalmas mintazatot nem fedezhetiink fel a kladogramon, mivel példaul a fold-
rajzilag tavol elhelyezkedd csodei és soslaki populaciod genetikai kdzelebb talalhaté egymashoz,
mint barmely foldrajzilag kdzelebb elhelyezkedd populacio. Ezt a jelenséget az adatsor zajos-
sagaként értelmeztiik. A probléma megoldasahoz az analiziseket Ujrafuttattuk, (i) olyan
16kuszok figyelmen kiviil hagyasaval, amelyek eltértek a Hardy-Weinberg egyensulytol (ez
utobbit GenAlEx-szel szamitottuk ki), (i1) olyan egyedek kihagyasaval, amelyek egy, vagy tobb
16kuszon kiugro értékekkel rendelkeztek, illetve (iii) a Hardy-Weinberg egyensulytdl eltérd
l6kuszok és sz¢lsdséges értékekkel rendelkezd egyedek kihagyasaval. A genetikai tdvolsag en-
nek ellenére nem csokkent jelentdsen és a struktira sem valtozott érdemben. (Ezek az eredmé-

nyek itt nem keriilnek bemutatésra.)

Distance
o o o o o o o o o o o
(%)) n »H » w w N N - P [=)
)] o (6] o w0 o (6} o (4] o (&)}
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Cr:_Gradiste:_Lon¢

Slo:_Vareja

Hu:_Zakany:_Foldva

Slo:_Kamnik

Sk:_Blatnica:_Gade

Ro:_Rézbanyavaros

Ua:_Fels6sapsa

Ro:_Nagyompoly

Hu:_Csode

Ua:_Séslak

Ro:_Puispokfiirdé

Sk:_Vrchtepla

Ro:_Dunatélgyes

14. abra: Paronkénti genetikai tavolsag alapjan késziilt klaszteranalizis
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5. Diszkusszio

Eurdpai 1éptékben az illir-dacikus harapofogd kapcesan feltételezett déli-€szaki irdnyultsaga
migracioval ellentétben kelet-nyugati iranyt kolonizacios események kdvetkezhettek be. Ada-
taink alapjan rekonstrualhatjuk a feltételezett migracios ttvonalakat a Primula vulgaris eseté-
ben (15. abra). A sejtmagi és plasztidialis szekvenciak alapjan valosziniileg a Kaukazus teri-
letén 1étezett egy dsi populacio, amelyet a IV haplotipus uralt. Kolonizacids események kovet-
keztében a faj redja ezutan egybefiiggd lehetett egészen a Karpat-medence keleti feléig, ekkor
alakulhatott ki az I haplotipus, valamint a teljes arean uralkod6 volt a D ribotipus. Az area
felszakadozhatott, a ndvény fennmaradt a Kaukazusban, a Krimben ¢és a Karpat-medencében.
Ekkor alakult ki a Krimre jellemz6 H ribotipus. Feltehet6leg régionkban alakult ki a legésibb
D-bdl szarmazo F ribotipus, amely jabb kolonizéacios események utan Eurdpa-szerte elterjedté
valt, valamint ujabb ribotipusok létrejottét eredményezte. Ebbdl arra kdvetkeztetiink, hogy a
Karpat-medence kdzponti szerepet jatszhatott a ndvény elterjedését illetden, mivel az area fel-
szakadozasa utan a novény itt maradt fent reprezentalva a legdsibb ribotipust. Tovabbi
ribotipusok alakulhattak ki a Kaukdzusbdl torténé migracié soran; itt johettek 1étre a K, L, J
ribotipusok. A Karpat-medencében nem taldltunk megfelelé bizonyitékot az illir-dacikus hara-
p6fogo hipotézis helyességére, mivel sem az ITS ribotipusok, sem a plasztid haplotipusok el-
helyezkedése nem tdmasztja ala, 1évén a feltételezett keleti €s nyugati dgakon is megtalalhatok

azonos ribo- és haplotipusok.

Mikroszatellitek alapjan azt feltételezhetjiik, hogy a zajos adatsor hatterében valamilyen
biologiai ok all. Az ilyen nagy variancia és genetikai tavolsag kialakuldsahoz sok 1d6 sziikséges,
igy azt feltételezhetjiik, hogy a Karpat-medencei populéciok régota jelen vannak a teriileten,
ennek kovetkeztében alakult ki kozottiik nagy genetikai tavolsag, amely feltételezést az nrITS
adatsor alatdmaszt. Az illir-dacikus harapofogo elméletet mikroszatellit adatok alapjan sem tud-
juk alatdmasztani, mivel nem fedeztiink fel olyan struktarat, amely lehetdvé tenné az itt végbe-

ment kolonizacios események utvonalainak rekonstrualdsat.
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15. abra: A feltételezett posztglacialis kolonizacios utvonalak
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6. Konklazio

A Primula vulgaris esetében europai 1éptékben kelet-nyugati iranyt migracio figyelheté meg,
valamint megallapithatjuk, hogy az area felszakadozéasakor Eurdpa kolonizaciojaban a Karpat-
medencének jelentds szerepe lehetett. Szekvencialis adatok alapjan azt valdszintsitjiik, a faj a
Kaukazus feldl telepiilhetett be térségiinkbe, illetve a mikroszatellit adatsor alapjan azt mond-
hatjuk, hogy régdta jelen van a teriileten. Az illir-dacikus harapofogéd elméletére nem talaltunk

megfeleld bizonyitékot, igy a hipotézis nem bizonyult igaznak a P. vulgaris esetében.
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