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1. BEVEZETES

Az 6kori Gorogorszagban a homoktdvis levelét jol ismerték a lovak takarmanyozasaban
stlynovel6 és szérfényesité hatasarol. Innen jon a ndvény latin neve: a Hippophaé ragyogé lovat
jelent. Szintén Gordgorszaghol szarmazd legenda szerint Pegazus a homoktdvis révén tett szert a
repulés kepességere. Ugyanakkor més forrasok szerint semmi kdze a gorog hipposz, azaz 16 sz6hoz.
A rhamnoides bengeszeriit jelent, amit 1703-ban Joseph Pitton de Tournefort, egy francia
botanikus hasznalt el6szor. Hazdnkban a legismertebb neve a homoktdvis, ami a német Sanddorn
tikorforditasa (Gado és Kerényi-Nagy, 2012). A faj ismert népi nevei még: az ezusttovis, homokfa,
hipéfa, 16vakard és fliz6tovis (Foldesi, 2000). Legutobb a pekingi olimpiai jatékok itala volt, az
orosz Urhajosok pedig a megfeleld taplalékbevitel és a sugdrvédelem biztositasa érdekében
homoktdvist fogyasztottak az tirben.

A homoktovis  kertészeti  felhasznalhatosdga  rendkiviil  sokrétli,  hiszen
gylimolcstermondvényként, gyogynovényként, diszndvényként és talajjavitdo novényként egyarant
ismert. A megnovekedett igényeknek megfelelden nemesitett fajtait egyre nagyobb teriileten
termesztik Europaban és mar Magyarorszagon is.

Hazai természetes eléfordulasa rendkiviili botanikai értéket képvisel, melynek megovasa
kiemelt célt jelent. Az 6shonos Ujpesti homoktdvis-allomanyt a 32/1999. sz. rendeletben a Févarosi
Onkormanyzat védelem ala helyezte, az alabbi indokkal: ,, 4 févdros és kérnyékének egyediilallé
botanikai ritkasaga, a homokpusztagyep tarsulasok és a belso-dzsiai eredetii, félsivatagi
homoktovis egyetlen hazai, bizonyitottan természetes élohelye rendkiviili jelentoséggel bir. A
védetté nyilvanitas célja a természeti tertlet névénytarsulasainak védelme, tudomanyos és oktatasi
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celbol torténd tanulmanyozhatosaganak biztositasa.”.



2. CELKITUZES

A homoktdvis széleskorli felhaszndlhatosdga miatt az elmult években egyre nagyobb
népszeruségre tett szert, igy a ndvény genomjardl is egyre tobb ismeret valt elérhetové. Szamos
kozlemény foglalkozik a homoktdvis ndvények genetikai diverzitasaval, elsdsorban a természetes
populacidk genetikai alloményanak jellemzésével. A homoktovis nemesitésével Eurdpéaban és
Azsiaban is intenziven foglalkoznak, de az elismert fajtik molekularis markerezésérdl és DNS-

alapt megkiilonboztethetoségérdl kevés adat érheto el.

Ezek tiikrében munkénk az alabbi vizsgalatokra iranyult:

v néhany ismert fajta és a Magyarorszagon sikerrel termesztett, ismeretlen eredetii genotipus

mikroszatellit markerekkel torténd azonositasa.

Magyarorszagon, Budapest egyik legjelentdsebb természeti értékeként, Ujpesten talalhato
az egyediili 6shonos homoktovis-allomany. Az éléhelyét 1974-ben nyilvanitottdk védetté 5,7
hektaron. Igor V. Bartish 1999-ben a homoktdvis europai elterjedésenek vizsgalata nyoman azt
feltételezte, hogy a honos allomanyba a kozelben telepitett orosz fajtak is bekertlhettek. Mivel az
¢lohely a pesti pusztdk utolso természetes maradvanyaként kiemelt jelentdségli, munkank tovabbi

célja volt e hipotézis atfogo vizsgéalata, tehat:

v a homoktdvis-populacié genetikai jellemzése a tesztelt és jol miikodé SSR-markerek,
valamint a kalkon-szintaz enzimet kdold gén variablitasa alapjan,

v’ apopulacié egyedeinek ivararany-meghatarozasa specifikus markerek segitségével.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A homoktdvis botanikai jellemzése

A Hippophaé nemzetség az Eleagnaceae csalddba tartozik. Az 6sszes ide tartozd faj
diploid, 2n=24 (Rousi, 1965). A legutobbi molekularis taxonomiai adatok szerint 7 fajbol all a
nemzetseég: H. rhamnoides, H. goniocarpa, H. neurocarpa, H. litangensis, H. gyantsensis, H.
salicifolia és H. tibetana (Sun és mts., 2002).

A fajok elterjedési teriilete foként a Qinghai-Tibet fennsikra korlatozddik, kivéve H.
rhamnoides L., ami vadon megtalalhaté egész Azsiaban és Eurdpaban (Bartish és mts., 2000,
2002). Az elterjedés hipotézisét Jia és munkatérsai (2012) ITS és cpDNS szekvenciavizsgalatok
alapjan bizonyitottak (1. abra).
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o SSp. sinensis o ssp. wolongensis

SSp. yunnanensis

ssp.rhamnoides Ossp. fluviatilis

o ssp. carpatica OSsp. caucasica

1. abra A Hippophaé rhamnoides elterjedési utvonala cpDNS-analizis alapjan. Az egyes alfajokat
kiilénboz6 szinek jeldlik (Jia és mts., 2012)

A H. rhamnoides faj tovabbi 9 alfajra oszthat6 (Swenson és Bartish, 2003). Kelet-Azsiaban
talalhato a yunnanensis, wolongensis, sinensis és a mongolica, Kozép-Azsiaban a turkestanica,
Kis-Azsiaban a caucasica és Europaban a carpatica, fluviatilis és rhamnoides (Jia és mts., 2012).
Az Eurépaban é16 alfajok koziil az inkabb Eszaknyugat-Eurépaban és Skandinaviaban elterjedt
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subsp. rhamnoides és a Kozép-, és Délkelet-Eurdpaban elterjedt subsp. carpatica mutattak szoros
kapcsolatot (Batrish és mts., 2000, 2002). Rousi (1965) munkassaga alapjan a romaniai és a
magyarorszagi homoktovis is a H. rhamnoides subsp. carpatica alfajhoz tartozik. Ezt koveti a
Kiradly G. szerkesztésében, 2009-ben megjelent magyarorszagi florardl sz6l6 hatarozokonyv is.
Ugyanakkor Sod (1966) a magyarorszagi allomanyt a subsp. fluviatilis alfajba sorolja, a subsp
carpatica-t pedig korbezarjak az erdélyi Alpok és a Karpatok (Swenson és Bartish, 2003). A hazai
példanyok 1982 Gta oltalom alatt &llnak, természetvédelmi értékik 10 000 Ft
(http://www.termeszetvedelem.hu).

A homoktovis lombhullato, valtivaru cserje vagy kis fa. Mig fogyokere mélyre hatol a
talajban, oldalgyokerei a felszin alatt hosszan, vizszintesen nyudlnak el. J6 hidegtiirése miatt még a
-43°C-t is Kkibirja. Gyokérsarjakkal gyorsan birtokba veszi a rendelkezésre all6 terlletet (Li és
Schroeder, 1996). A homoktovis a gyokerével szimbidzisban €16 baktériumok (Frankia elaeagni)
segitségével képes megkdtni a levegd nitrogéntartalmat.

Barna vagy fekete, kemény kérge pikkelyszérokkel fedett, dgai tovisben végzddnek. A
hajtasok oldalan rovidhajtasokat fejleszt. Stirti, sziirkészold, gombolyded koronaja van. Egyszert,
z0ld, landzsas levelei szortan allnak, ép széliiek rovid nyéllel. Eziistos szinezetét a fonaki oldalon
talalhato csillagszérok adjak, amelyek kezdetben a szini oldalon is megtalalhatok, de a fejlodés
soran lekopnak (Li és Shroeder, 1996; Vétek, 2005).

A novény nemét a termOkorba 1épéskor lehet megallapitani — korllbelil 3. év, mivel
morfoldgiailag a fiatalkor(, eltéré ivara példanyok nem kiilonboztethetéek meg (Li és Schroeder,
1996). Sargészold virdgai marciusban nyilnak a masodéves vesszOkon. A porzos viragok egész a
vesszOk végén, 4-20 tagu flzérekben csoportosulnak, a termds viragok 5-12 tagu fiizérszerii
virdgzatban a vesszok felsd harmadéan helyezkednek el (Foldesi 2000; Gado és Kerényi-Nagy,
2012). A viragtakarobol hianyzik a parta, négytagl, csoves Osszenétt cseésze hatérolja a porzos
virdgokban a kétkorii porzotajat, a termds viragokban az egy termdélevélbdl all6 maghazat
(Porpéczy, 2002). Sem a ndi-, sem a himviragzat nem tartalmaz nektart, nem vonzzak a rovarokat,
anemogam megporzassal termékenyulnek meg (Li és Shroeder, 1996). Termései maximum harmas
csoportokba rendezddve talalhatok, szinlik a vildgosnarancssargatol a pirosig terjedd szinskalan
mozoghat, kerekded vagy hosszukas alaku, egymagvu albogyd (Féldesi, 2000). A bogyok éretten
sem mindig hullanak le, akar egész télen fennmaradnak a bokron, taplalékot szolgaltatva a

madaraknak, amik cserébe elterjesztik a magokat. A magrél kikelt egyedek kozétt a himivardak



vannak t6bbségben. Egy novény atlagos életkora 30-40 év, 80 évesnél 6regebb példanyai nem
ismertek (Gadd és Kerényi-Nagy, 2012).

A novény okoldgiai igényei viszonylag csekélyek. Populécidi élnek mészkdvon, gipszes
talajon, margdn és margas-agyagos koémalladékon, legidealisabban azonban tapanyagban
gazdagabb, kozépkotott szelidebb humuszos homokon fejlddik. A magas talajvizszintet nem
toleralja. (Foldesi, 2000). Hidegtiirése kivald, hazankban szinte soha nem éri fagykar. Fényigéenyes

néveny.

3.2. A homoktovis jelentésége és felhasznalasa

Az 06si indiai gyogyaszatban mar Kr. e. 5000-ben ismerték a homoktovis egészségvédd
hatasat. Szerepel a VIII. szazadi, Tibetben irt orvosi klasszikusban is, a ‘rGyud bzhi’-ban. Ennek
ellenére a modern kor csak a XX. szdzadban fedezte fel maganak ismét ezt a fajt. A 60-as, 70-es
évek Szovjetuniojaban az asztronautak felkésziilését segitette (Kalia és mts., 2011a). Vilagméretii
figyelmet 1986-ban kapott, amikor a csernobili katasztréfa utan a gyimaélcshuasboél kinyert olajjal

probaltak megvédeni az embereket a radioaktiv szivargastol (Singh, 2008).

1. tAblazat Hippophaé rhamnoides gyiimolcslé antioxidans 6sszetevdi (Eccleston és mts., 2002 nyoman)
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A ndvény szinte minden 1észébdl készitenek termékeket; kérgébdl, levelébdl,
gylimolcshtisabol, magjabol kiilonbozo eljarasokkal vonnak ki olajat, kilon hasznositjak a
gyumolcs levét és a hisat, de még a maradvanyokat sem hagyjak veszendébe menni (2. abra). A
reformélelmiszerek és -készitmények egyik legnépszeriibb alapanyaga lett. Kaphatunk
homoktovisbol késziilt ivolevet, szOrpot, kompotot, teat, lekvart, fagyit, alkoholos italokat,
cukorkat, étrend-kiegészitéket (kapszulakat), sampont (korpasodas ellenit is), pattanas-elleni €s
ranctalanitd kozmetikumot, testapoldt, fogkrémet és napozadshoz szikséges krémeket (Li és
Schroeder, 1996).

A legfontosabb farmakoldgiai hatasai az olaj — Oleum hippophaé — antimikrobialis,
gyulladascsokkentd, fajdalomcsillapito, és a szdveti regenerdlodést eldsegitd képességének
tulajdonithatd, mivel a magolaj K-vitamin-tartalma szerepet jatszik a protrombin kialakul&saban,
ami tovabbalakulva trombinnd a fibrin kialakulasat katalizélja, igy eldsegitve a véralvadast.
Termése — Hippophaé fructus — a gylimdlcsok kozott az egyik legvitamindusabb forras (Kalia és
mts., 2011a): A-, B-, C-, D-, E-, F-, K- és P-vitaminokban, asvanyi anyagokban (natrium, kalium,
kalcium) gazdag. Egyéb biologiailag aktiv 6sszetevéi (1. tdblazat) szerves savak, cukor, pektin- és
tanninanyagok, kumarin, triterpenoidok, foszfolipidek, katechin. (Kalia és mts., 2011a). A levelek
gazdag forrasai olyan fontos antioxidans vegyiileteknek, mint a béta-karotin, E-vitamin,
flavonoidok. A gylimélesbdl kinyert olaj atlagosan 35%-ban tartalmazza a ritka és értékes
palmitinsavat (Singh és mts., 2008). Ez a ritka zsirsav és a K-vitamin segiti a sejt-, szdvet- és
sebregeneralodast.

Ugyanakkor nem csak egészségvédd szerepérdl ismert a homoktovis. Hasznositjdk a
tajfenntartasban is, mivel agressziven terjed6 gyokérsarjrendszere Osszetartja a talajt, ezzel
megeldzve az erozidt, €s elokészitve a talajt a tobbi ndvény szamara. Gyors ndvekedésével és az
erds nitrogénfixald képességével talajjavitoként is alkalmazhatd (Kalia és mts., 2011a). Sottird
képessége miatt Ut menti sorfaként is hasznosithato az ugyanebbdl a csaladbol szarmazo Eleagnus
angustifolia fajhoz hasonléan. Mindemellett disznovényként is egyre népszeriibb dekorativ
termése miatt. Jelent6ségét mutatja az is, hogy 1995-ben megalakult a ndévénnyel foglalkozé

nemzetkozi tarsasag, az ,,International Seabuckthorn Association”.
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2. abra A homoktdvis felhasznélasa (Li és Schroeder, 1996 nyoman)



3.3. A homoktdvis termesztése

A homoktovis termesztésbe vonasa 1934-ben Altai-ban — Szibéridban — kezd6dott a helyi
génbankot felhasznalva a H. rhamnoides subsp. mongolica-val (Bartish és mts., 2000).
Termeszteni csak 3900 m tengerszint feletti magassagig lehet, mert afelett a bogydk begytijtése
sikertelen. A termesztés elterjedését nagyban elésegitette az Altai-i Gylmolcstermesztési
Kutatdintézet 1920-as években nemesitett 15 nagy termésbiztonsagu, tovis nélkuli fajtaja. Mig
Oroszorszagban 1987-ben méar 5000 hektaron termesztettek homoktdvist, az ott nemesitett fajtak
honositési kisérletei a 70-es évek elején kezd6dtek egyetemiinkén. Hazankban az elsé tiltetvények
telepitéset az 1990-es években kezdték meg az Alfoldon (Porpaczy, 1997). Magyarorszagon 2012-
ben dsszesen 72 ha volt a termesztési felllet, Nemetorszagban 600 ha, Oroszorszagban 55 000 ha,
mig Kinaban 1,5 millié ha. Kindban évente 10 000 hektarnyi teriileten telepitenek homoktévist,
ami naponta 28 hektéart jelent (International Seabuckthorn Association).

Szaporitasa torténhet magvetéssel, z6ld-, és fasdugvanyozassal, bujtassal. A magvetés a
legnehezebb eljaras, ugyanis a magot kiillonboz6 kezeléseknek kell alavetni, mire alkalmas lesz az
elvetésre. Dugvanyozéskor a gydkeresedést ndvekedésszabalyozé anyagok hasznalataval valamint
tapoldatozassal segitik. Valtivard novény révén az iiltetvényekbe mind porzos, mind termds
novenyeket Ultetni kell. Az arany altalaban 1:9 a termds genotipusok javara, a porzos egyedet
sakktablaszeriien helyezik el az (ltetvényben, soronként 3 faval eltolva a himivari egyedet
(Porpéczy, 1997).

Apolasi munkak kozil a tApanyag-utanpétlas, az dntozés és a gyomirtas a legfontosabb,
amely sekélyen végzendd, nehogy kart tegyiink a talaj felszin¢hez kozel futd oldalgydkerekben.
Metszeni nem szabad a gyiimolesok képzodési helye miatt. Betakaritasa torténhet kézzel, de sem
a munkaerd, sem a gyiimolcs nem szereti a tovisek, illetve a kocsany kiszakadasaval keletkezo
jelent6s veszteség miatt. A munkaeré védelme érdekében vagy tovismentes fajtakat Ultetetnek,

vagy homoktovis-betakaritdgépet hasznalnak (Vétek, 2005).

3.4. A homoktdvis nemesitése és fajtai

A morfologiai valtozékonysag rendkiviil nagymértékii az egyes homoktovis fajok €s alfajok
kozott, amely kivalo alapanyagot biztosit a fajtanemesitési programok szdmara. Oroszorszagban,
Ukrajnaban, Kinaban és Finnorszagban kezdték meg eleinte a fajtak eldallitasat szelekcios

nemesitéssel, melyet még mindig alkalmaznak. Kés6bb megkezdddott a keresztezéses nemesités
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is, valamint Oroszorszagban kolchicin-kezeléssel autotetraploid genotipusokat hoztak létre. Az
orosz magoncokat svéd magoncokkal keresztezték az adaptacios képesség javitasa érdekében. A
kinai fajtak gyorsnovekedésiiek, tovisesek ¢€s kis gylimolcsiiek, az orosz €s mongol fajtak nagyobb
gyiimolcstiek, gyengén tovisesek, bioaktiv komponensben gazdagabbak, de lassi névekedési
er¢lytiek. Jelenleg Kanadadban és Németorszagban is nemesitenek 0j fajtakat. A fébb célok a
gylimolcsméret és beltartalmi paraméterek javitasa, tovis nélkili valtozat, korai érés, hosszu
gyumolcskocséany a gépi betakaritds miatt (Li és Schroeder, 1996). A legismertebb altaji fajtak:
Oranzsevaja, Csuszkaja, Jantarnaja, Obilnaja; német fajtdk: Hergo, Leikora, Frugana, Pollmix 1;
roman fajtak: Serpeni és delta Dunai (Porpaczy, 2002).

A keresztezendd sziil6partnerek tervszerli kivalasztdsdhoz a gazdasédgilag jelentds
gyiimolcstermo- és zoldségnovényeknél egyre elterjedtebb a molekularis markerek hasznalata, de
homoktovis esetében egyelére kapesolt markerek csak az ivarmeghatarozashoz érhetdek el. Még
nem hoztak létre térképezési populaciot, amely nagyban megkonnyitené a tovabbi
markerfejlesztést. Mikroszaporitasaval viszont mar szdmos kutatocsoport foglalkozik (Kalia és
mts., 2011a).

3.5. Az (jpesti homoktdvis-allomany bemutatésa

A Kaéposztasmegyer mellett taldlhato teriilet a ,,Rakosok” homokpusztdk utolsd
maradvanya. A XIX. szazad elején a kornyezet még sokkal valtozatosabb flora és fauna képét
mutatta, mint ma. A 70-es évek tereprendezései, és a modern kor nem tett jot a teriilet természetes
képének. A VAci uttdl nyugatra talalhatd Salix és Populus allomanyok maéra szinte teljesen
kipusztultak. Jelenleg az él0hely értékét a természetkozeli gyepek adjak, amelyeknek a szegélyénél
maguk a Hippophaé populaciok élnek (Vétek, 2005).

Magyarorszagon az Ujpesti Homoktovis Természetvédelmi Teriileten (3. 4bra) talalhato az
egyetlen természetesnek elfogadott allomany. Az orszagban mashol eléforduld populéciok
6shonossagat vitatjak (Gado es Kerényi-Nagy, 2012), bar az 6rkényi 16téren talalhato él6helyet is
korabbi irodalmak Gshonosként tiintették fe. Az alloméanyrol az Ujpesti Varosvédd Egyesiilet
nevében Vétek Gabor (2005) széleskori, atfogod tanulméanyt készitett ,,Ujpest kiilonleges természeti
értéke a homoktovis €és éléhelye” cimmel. Az Gjpesti teriileten talalhato Hippophaé rhamnoides
subsp. fluviatilis-rél (Soo, 1966) mar 1879-ben is hirt adott Borbas Vince, azonban 6 behurcolt

fajnak tekintette a névényt. A termdhely védettségének inditvanyozasat 1961-ben kezdeményezte
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Z6lyomi Balint. Végil az allomany védelmére létrehoztak 1994-ben az Ujpesti Homoktovis
Természetvédelmi Teriiletet 5,7 hektaron, amelyet 1999-ben kibévitettek 23966 m?-re. Ez a kizel
24 ha harom részbdl 4ll, 6sszesen 22 védett novényfajjal. A legnagyobb alapteriiletii, északi teriilet
a legértékesebb homoki gyep, a lakoteleprol délre talalhato kisebbik részen dominal a homoktdvis,
azonban ez az ¢élOhely eléggé leromlott. A Megyeri uttol délre es6 harmadik teriileten mar nincs
homoktovis. Sajnos az éléhely tovabbra is romlik tobb okbdl: az illegalis szemétlerakés kedvelt
szintere, épitési hulladékok és betondarabok talalhatok, az Utépitések miatt a Duna artere hatrébb
szorult, a teriileten taldlhatd magasfesziiltségli vezetékek karbantartdsakor a homoktoviseket
sokszor megtapossak. A terlletet az odakoltozott hajlaktalanok kutyai is véedik, igy a latogatasa

veszeélyes is lehet (Gadd és Kerényi-Nagy, 2012).

F.Google
e

3. 4bra Az Gjpesti allomany elhelyezkedése legi felvételen (www.mme.hu nyoman)

Az 1990-ig itt végzett katonai tevékenységek miatt rendkiviil nagymértékli volt a teriilet
zavartsaga, ugyanakkor az ebbdl adddd zartsag egyben lehetdvé is tette az €éléhely hosszutava
fennmaradésat. A teriilet rehabilitdsdra 2006-ban a Magyar Madartani és Természetvédelmi
Egyesiilet Budapesti Helyi Csoportja elinditott egy hosszatavu éldhelyvédelmi projektet, amelynek
keretében mar tobb, mint 11 alkalommal tartottak Onkéntesekkel él6helykezelési napot.
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Ugyanennek a projektnek a keretében 2011-ben atadtak egy tandsvényt, amely 6t informéacios tabla

mentén mutatja be a tertlet novény- és allatvilagat (www.mme.hu). A hely védelmét allami szervek

is tamogatjak; 2011 decemberében kiadott Ujpest Kornyezetvédelmi Programja keretében , kiemelt
figyelmet kell forditani a homoktovis altal boritott teriiletek védelmére”. A program 2016-ig tart.
A Homoktdvis Kornyezetvédelmi Oktatokdzpont azzal a céllal alakult, hogy a korszerii

kornyezetvédelmi €s természetvédelmi ismereteket népszeriisitse a tarsadalomban.

3.6. A homoktdvis jellemzése molekularis markerekkel

3.6.1. A RAPD-markerek hasznalata

Az egyik legnevesebb Hippophaé kutatd, Igor V. Bartish és munkatarsai mar 1999-ben
elkezdték kiilonbozé populaciok RAPD-markerrel torténd variabilitdsat vizsgalni. A 10
populacidbol allé H. rhamnoides és egy subsp. mongolica esetében - dsszesen 124 ndvényen —
vegzett kisérlet eredménye 156 polimorf RAPD-markeren alapult. A populacion belli variabilitas
idegenporzoés fajhoz képest a rhamnoides alfajon beliil igen alacsony volt. Az eredmények tovabbi
elemzeése arra mutatott ra, hogy a populaciok kozotti diverzitas szintén alacsony, de szél-porozta
idegentermékenyiil6 ndvényeknél inkabb a populacion belili kombinalodas varhato. A genetikai
és foldrajzi tavolsag a rhamnoides populéaciok kdzott nem volt dsszekapcsolhato, jelezve, hogy a
nagy foldrajzi és Okotipusbeli killonbségeket az egyedek RAPD-profilja nem tukrozte (Bartish és
mts., 1999). Egy évvel késObb tijabb 9 primerrel vizsgaltak 6 faj 11 alfajanak 223 novényét. A
primerek 219 polimorf fragmentumot mutattak. Ezek kozil nehany taxon-specifikus markernek
bizonyult. A genetikai variabilitas eloszlasa és mértéke meglehet6sen valtozatos volt a fajok kozott.
A kapott eredmények alatdmasztottak a korabbiakat, miszerint a legnagyobb mértékii variabilitas
az alfajok kozott talalhaté meg (Bartish és mts., 2000).

Késébb, 2006-ban ismét inter-, es intraspecifikus kapcsolatokat vizsgéltak RAPD-
markerek segitsegével a Hippophaé nemzetségen belil. A 6 fajt és 5 alfajt magaba foglalo
vizsgélatban 12 primer 141 lokuszt szaporitott fel, amib6l 108 bizonyult polimorfnak. A
fragmentumok hossza 200 és 2000 bazispar kdzé esett (Sheng és mts., 2006).

Biokémiai és genetikai vizsgélatokat vegeztek torok kutatok 10 Kelet-Anatoliabol
kivalasztott H. rhamnoides egyeden. A bogyodk savtartalmanak mennyisége és jelenléte alapjan

harom csoportot tudtak elkiloniteni, amelyeknek egyaltalan nem volt kozos metszete. Ezeket a
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csoportokat a névények RAPD-profilja is megerdsitette, amit 10 primer hasznalataval allitottak
0ssze. A primerek 116 fragmentumot szaporitottak fel, aminek a 92,24%-a volt polimorf. A
fragmentumok hossza 500 és 4000 bazispar kozott mozgott (Ercisli és mts., 2008).

Chen és munkatarsai 2010-ben a H. rhamnoides subsp. yuannensis populaciok kozotti
valtozékonysag vizsgalatanal 113 egyedet hasznaltak fel. A 12 prmier altal felszaporitott 112
I6kuszbdl 104 volt polimorf. A fragmentumok hossza 240-t6l 1800 bazisparig terjedt. Az
eredmények elemzésével megdllapitottdk, hogy a Qiunghai-Tibet fennsikon begyijtott
poopulaciok jelentds eltérések f6 okai valoszintileg a természetes foldrajzi izolacid. A tengerszint
feletti magassagnak nem volt tisztan kimutathat6 hatasa a genetikai valtozékonysagra.

A homoktovis nemesitése soran felhasznalhaté génbanki tételek variabilitdsanak
vizsgélatat Rana és Shirkot (2012) szintén RAPD-technikéval végezték el. Az Indidban talalhato
Himachal Pradesh teriiletérdl gyiijtottek be 24 genotipust, az allamot nyolc részre felosztva
mindegyik teriiletrészrél harmat. A genetikai variabilitis megbecsiléséhez 11 primer altal
felszaporitott RAPD-profilt tanulmanyoztdk. A megtalalt 607 fragmentumbdl 487 bizonyult
polimorfnak. Azonositottak értékes genotipusokra specifikusan megjelené fragmentumokat, amik
hasznosak lehetnek a nemesitési munka sordn a magoncok eldszelektalasara. Eredményeik

bizonyitottak az egyes populaciok kozotti nagymértékii variabilitast.

3.6.2. Az SSR-markerek hasznalata

A DNS nem kodold régidban rengeteg olyan rész talalhato, amik ismétlddd nukleotid-
sorozatokbol allnak. Ezeket a tandem ismétldd6 DNS-szekvenciakat altalaban méretik szerint
csoportositjuk, a legkisebbek a mikroszatellitek.

Egyszerre két kiillon kutatocsoport irta le a maximum pentadukleotidokbdl allé repetitiv DNS-
szakaszokat; Weber és May, valamint velik egy évben, 1989-ben Litt és Luty, 6k nevezték el a
jelenséget mikroszatelliteknek, réviden SSR-nek (single sequence repeat). Ezeknek a
szekvencidknak a jelenléte nem szabalyos a genomon belil. Tauz és Renz (1984) szerint a régiok
masolasa soran a slippage (DNS-polimeraz megcsuszasa a replikacio folyaman) miatt sokkal
kénnyebben bekdvetkezhet crossing over. Az utdbbi évtizedben tdbb bizonyiték is felmerlt arra
vonatkozoan, hogy ezeknek a szekvencidknak fontos szerepiik van bizonyos esetekben a
génszabalyozasban (Ellegren, 2004), illetve a mikroszatellitvariaciok kulcsszerepet jatszhatnak az

evolucios és adaptacios folyamatokban (Grover és Sharma, 2011).
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A mikroszatellit régiok — a slippage gyakori bekovetkezése miatti — hipervariabilitasuknak,
kodominans kifejezédésiiknek, konnyii ismételhetdségiiknek, genombeli egyenletes és nagy szami
el6fordulasuknak koszonhetden népszeriivé valtak a markerezési eljarasok soran. Genetikai
valtozékonysag felmérésére, filogenetiai vizsgélatokhoz, biogeografiai elemzésekhez,
populéaciogenetiai kérdésekhez, DNS-ujjlenyomat készitéséhez, valamint fajtaazonositasi kérdések
és pedigrék tisztazasahoz idealis markerek (Kalia és mts., 2011b).

A Hippophaé nemzetség mikroszatellit vizsgalatdval mindezidaig két kutatocsoport
foglalkozott. Wang és munkatarsai 2008-ban tett¢k kozz¢é az elsé homoktovis SSR-markerekkel
foglalkozd publikaciot. A sinensis alfajjal foglalkoz6 tanulmanyhoz Kinabol 12 egyedr6l
gyiijtottek mintakat. Biotin-jeldlt probakkal dsszesen 26 mikroszatellitet izolaltak, melyek kozil
Kilencet talaltak polimorfnak, 17 monomorf mintazatot adott. A l6kuszonkeénti allélszam 3-t6l 12-
ig terjedt. A vizsgalat célja az alfajok molekularis alapu elkilonitése volt. A primerparokat még
harom masik fajon is tesztelték, és a tobbséglk sikeres amplifikacidt eredményezett.

Jain és munkatérsai (2010) EST alapi mikroszatelliteket fejlesztettek a H. rhamnoides faj
levelébdl késziilt cDNS-konyvtar alapjan. A genomi mikroszatellitekkel szemben az EST-SSR
markerek nagyobb hatékonysaggal hasznalhatdk adott tulajdonsagokat kodold génekkel kapcsolt
markerként. Osszesen 30 mikroszatellit 16kuszra fejlesztettek primereket. A H. rhamnoides
genotipusaiban 9 primerpar 2-5 kiilonboz6 allélt szaporitott fel, mig a H. salicifolia genotipusokban
11 primerpar detektalt polimorf allélokat. A 4 begytijtott H. tibetiana egyedben egyetlen 16kusz
sem mutatott diverzitast. Az izolalt 16kuszok t6bb, mint 50 %-a dinukleotid ismétlédésbol alld
mikroszatellit. A leggyakrabb motivumok az AT és AG voltak. A trinukleotidokbdl allé SSR-ek
kozott legtobbszor az AAG ismétlddés fordult eld. Tobb tanulmany szerint (Grover €s mts., 2007)
ezek a motivumok ismétlédnek az EST-kben a leggyakrabban, mivel a gének hatéran, illetve a
kodolo részekbe ékelédve fordulnak elé. A H. tibetiana monomorfizmusat a tanulmany azzal
magyardzza, hogy valdsziniileg ugyanazon egyednek a vegetativan szaporitott sarjait gytijtotték be
a teriiletrél. Jain és munkatarsai a két évvel kordbban kifejlesztett Wang-féle markerekbdl
Kiprobaltak a Hr06 primert, azonban az a vart nagymértékti polimorfizmussal ellentétben csupan
két allélt mutatott ki az Indiaban begytijtott mintakon. Valoszintileg ebben az esetben is a tal kozeli
teriiletrdl gyljtott egyedek klondlis szaporodasa miatt fordult ez el (Jain €s mts., 2010).

Jain és munkatarsai (2014) késébb sikerrel folytattak a tovabbi EST-SSR markerek

fejlesztését. Ismét Indabol Osszegylijtott ndvényanyaggal dolgoztak: 18 véletlenszeriien
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kivalasztott H. rhamnoides és 5 H. salicifolia egyeden tesztelték a markerek alkalmazhat6sagat.
Az Illumina HiSeq2000 szekvenald platform segitsegével 88297, atlagosan 610 bp hosszu
szakaszokat szekvendltak meg, melyek 7.69 %-a tartalmazott mikroszatelliteket. Ezen régiok 14,58
%-a tobb, mint egy mikroszatellitet tartalmazott. A mikroszatellitek koz6tt a dinukleotidos
ismétlodések voltak a leggyakoribbak 63 %-kal, mig 31 %-ban trinukleotidok, és csak 5 %-ban
fordult el6 tertra-, penta- és hexanukleotid-ismétlédés. A dinukleotidok talnyom¢é tobbségi
eléfordulasanak valoszinii oka, hogy a kisebb egységek masoldsa soran tobbszor adodik a DNS-
polimerdz megcsuszésa.

A mikroszatellitek hosszusagukat tekintve két osztalyba sorolhatok. Az azonositott
mikorszatellitek 24 %-a az |. osztalyba, 76 %-a a ll. osztalyba tartozik hosszUsag szerint (4. abra.).
Mas tanulmanyok is hasonlo talsulyrol szamoltak be a Il. osztaly javara (Roorkiwal és Sharma,
2011). A mikroszatellitek gyakorisaga és hosszUsaga kozotti forditott ardnyossdg annak
koszonhet6, hogy a slippage folyaman a hosszabb fragmentumok révidiilnek (Katti és mts., 2001).

Az el6z6 vizsgalathoz hasonléan most is az AG, AT dinukleotidok voltak a leggyakoribb
ismétlédések. Az AG nukleotidok hasonld mértékii elterjedését megfigyelték mas ndvényekben is
(Roorkiwal és Sharma, 2011), amit magyaraz ennek a motivumnak a génszabalyozasban jatszott
aktiv szerepe mind az allatok, mind a névenyek esetében (Triverdi, 2004). Trinukleotidok kozul az
AAG motivum volt a leggyakoribb, amit szintén megfigyeltek mas névényeknél. A motivum
szerepet jatszhat a masodlagos DNS-struktura kialakulasaban (Grover és Sharma, 2004).

A mikroszatelliteket tartalmazé feltételezett gének nagy része lebonté folyamatokban, valamint
kiilonb6z6 bioszintézisben jatszik szerepet, legkevesebben pedig a kiilonb6z6 stresszekre adott
valaszreakciokban vesznek részt. Az |. osztalyba tartoz6 mikroszatellitek polimorfabbaknak
bizonyultak dsszehasonlitva a 1. osztalyba tartozokkal. A 21 16kuszb6l 11 bizonyult polimorfnak,
Osszesen 43 alléllal. Az allélok magas szama nemcsak a mikorszatellitek strukturajanak és a
homoktovis idegentermékenyiilésének kdszonhetd, hanem az egyes gének tipusabol és jellegébol

is adddhat (Jain és mts., 2014).
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4. dbra A Hippophaé rhamnoides mikroszatellitjeinek osztalyozasa hosszusaguk alapjan (Jain és
mts., 2014)

3.6.3. Az ivarspecifikus markerek jelentosége

A ndvényvilagban a valtivarisag nem megszokott dolog, az 6sszes névényfaj minddssze 6
%-a egyivarl (Renner és Ricklefs, 1995). Az ivari kétalakisag rendszerint az XY
kromoszomarendszer befolyasa alatt all, amelyben a porzés egyedeket heterozigdtanak — XY, a
termés novényeket pedig homozigdtanak — XX — tekintjuk. Annak ellenére, hogy az emberi
genomban — mint legismertebb példa — az ivari kromoszéméak morfolégiailag elkiilonitheték, nincs
rd bizonyiték, hogy az 0Osszes valtivar, ¢l6 szervezetben megkiilonboztethetok morfologiai
szempontok alapjan az ivari kromoszémak. A novényekvilagban 6t nemzetség fajainak —
Cannabis, Humulus, Rumex, Silene, Coccinia — vannak morfolégiailag eltérd ivari kromoszomai
(Ming és mts., 2007).

A termds €s porzos egyedek korai megkiilonboztetésének fontossaga gazdasagi kérdés. Sok 1d6
és pénz megspodrolhato lenne a két nem biztos megkulonboztetésével a kereskedelmi Gltetvények
létesitésénél, a nemesités soran az utddok szelektalasanal, valamint a kisérletek korai fazisanal
(Jain és mts., 2012). Az eddigi kutatasokat harom iranyban folytattak: morfoldgiai, fizioldgiai €s

biokémiai markerek segitségével probaltak kulonbségeket talalni.
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Tdbb csoport is vegzett RAPD-alapu kisérleteket. Az elsé ilyen tanulmanyban fajtakat és a
keresztezésekbdl sziiletett F1 nemzedékeket vizsgaltdk. Eredményeik azonban nem voltak
sikeresnek mondhatok, ugyanis a porzos-specifikus marker csak a ‘Leikora’ x ‘Pollmix 1’
hibridekben mutatott eredményt (Persson és Nybom, 1998). Sharma és munkatarsai (2010) szintén
porzo-specifikus marekert azonositottak, azonban az altaluk vizsgalt allomany csupan 6t termds és
0t porzds egyedet tartalmazott 6sszesen.

A RAPD-markerek nehéz reprodukélhatosaga, és a PCR soran mutatott érzékenységik
miatt Korekar és munkatarsai (2012) SCAR-markert fejlesztettek egy 100 porzos és 120 termds H.
r. subsp. turkestanica genotipusokat tartalmazé populacion. Osszesen 60 RAPD-b6l két primernél
figyeltek meg csak a termds egyedekre jellemzd fragmentumot. A gélbdl izolalt fragmentumok
szekvencidja alapjan két SCAR-markert fejlesztettek, és teszteltek minden egyeden. Az
eredményeik szerint mind a két marker csak a termés egyedeken szaporitott fel a HrX1 esetében
470 bp, a HrX2 esetében 386 bp hosszl szakaszokat. A két fragmentum szekvencigja sem
egymassal nem mutatott semmilyen hasonlosagot, sem az eddigi ismert ndvenyi szekvenciakkal.
A HrX1 SCAR-marker a H. salicifolia és H. tibetana fajok esetében is kivaloan mitk6dott (Chawla
és mts., 2014).

3.6.4. A kalkon-szintaz gén intronhossz-polimorfizmusa (ILP)

A novényekben a kalkon-szintaz (Chs; EC 2.3.1.74) enzimet kodoldé gén intronja
nagymértékii hosszpolimorfizmust mutat, ezért markerként jol alkalmazhatd filogenetikai
vizsgalatokban (Strand és mts., 1997). Bartish és munkatérsai (2006) a Hippophaé rhamnoides
biogeografiai elemzéséhez cpDNS-vizsgélatot és a Chs gén intronhossz-variabilitasat hasznaltak
fel.

Az Eurépa és Kis-Azsia 26 kiilonbozé teriiletérdl dsszegylijtott 131 egyedbdl 81 halpotipust
sikerlilt azonositani. A szekvenciak hossza 628 és 778 bp kozdtt volt. A 81 haplotipus szekvenciaja
alapjan 6 csoportot kilonitettek el. Megallapitottak, hogy a I. klad koti dssze leginkabb a keleti,
kdzép-eurdpai, és északi teriileteken é16 populaciokat. A II. klad legnagyobb elterjedésben Nyugat-
, €s Kozép-Europaban talalhatd meg, kis gyakorisaggal megtalalhaté Romania és Skandinavia
teruleten is. Az analizis alapjan dsszeallitott I11. klad elterjedése Kelet-Europara, és a Kaukazusra

korlatozodik. Az Alpokban, és a Pireneusokban a IV. klad tagjai talalhatok meg. A dendrogram V.
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aga csak a Prireneusokban talalhatd meg. A VI. klad agazik el a leghamarabb a toérzshdz képest, az

egyetlen hely, ahol ezt a haplotipust megtalalhatjuk, a Dél-Alpokban van (5. abra).
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5. dbra A kalkon-szintaz gén haplotipusainak foldrajzi elterjedése (Bartish és mts., 2006)

19



4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Noévényanyag

A vizsgalatokhoz felhasznalt fajtakat (2., 3. tablazat) a Budapest Corvinus Egyetem
Kisérleti Uzem és Tangazdasag, Karadi Péter és Peté Katalin termeszték biztositottak.

Az 6shonos populacio jellemzésére az Ujpesti Homoktovis Természetvédelmi Teriiletrél
68 (6. &bra), illetve az 2A autdut mell6l 8 egyedet gyiijtottink be. A begyljtésiikhoz sziikséges
engedélyt az 1. sz. melléklet tartalmazza.

A kalkon-szintdz gén vizsgalatahoz a 3 Torokorszagban vadon ¢é16 genotipust Prof. Sezai

Ercisli gytjtotte.

2. tAblazat A vizsgalatban szereplé homoktovisfajtak jellemz6i és szarmazasa (Varga és Kovacs,
2001), valamint az Gjpesti teriiletrél gytjtott egyedcsoportok GPS koordinatéi

minta szarmazas, leiras

* német nemesitési
* er6s novekedésti, jol megujulo, kevéssé tovises bokor
Frugana * 3. évtol terem, fényld narancsvords terméseket hoz, bétermd, j6 mindségi
levet ad
* gépi betakaritasra alkalmas

* német nemesitési

* erés, kompakt novekedésti, jol meguajuld, kevéssé tovises bokor
Leikora * sOtét narancssarga terméseket hoz

* gépi betakaritdsra nem alkalmas

* disznovényként is hasznéalhato

* német nemesitési

Hergo °"1<t">zéperc'is novekedésii, elagazo hajtasrendszert, j0l megujuld, kevéssé
tovises bokor
» vilagos narancssarga terméseket hoz, nagyon bétermo

Peto 2. ismeretlen eredetll orosz szelekcio
Roémai 2 ismeretlen eredetii orosz szelekcid

O] olsv4 ool okt orosz nemesitési
fajta « er0s novekedési, felfelé tord hajtasrendszerii, kevéssé tovises bokor

ismeretlen eredetii roman fajtajelolt
* orosz nemesitésii
O] lprass el e kOzepesen strt hajtasrendszert, kevéssé tovises bokor
* vildgos narancssarga, kisméretii terméseket hoz, jo terméképességii
* orosz nemesitésii
Jantarnaja * kozéperds novekedési, ritka hajtasrendszerti, kevéssé tovises bokor
* sOtét narancssarga, nagyméretli terméseket hoz, igen jo termoképességii
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3. tablazat A vizsgalatban szerepld homoktovisfajtak jellemzéi és szarmazéasa (Varga és Kovacs,
2001), valamint az Gjpesti teriiletrél gyiijtott egyedcsoportok GPS koordinatai

mintak szarmazas, leiras

Avr ismeretlen eredetli roméan fajtajelolt

* orosz nemesitésii
Obilnaja * kozéperds novekedésti, kevéssé tovises bokor
* vildgos narancssarga, nagy tomegl terméseket hoz, igen jo terméképességii

Aromata ismeretlen eredetil orosz szelekcid

* els6 orosz nemesitések kozott

* kozéperds novekedésti, szétteriild hajtasrendszer, kevéssé tovises bokor

* sOtét narancssarga, nagyméretli, édeskés terméseket hoz, igen jo
termoképességli

Ujpesti Homoktévis Természetvédelmi Teriiletérsl: 47.602574, 19.098004
Ujpesti Homoktdvis Természetvédelmi Teriiletérdl: 47.602737, 19.096287
Ujpesti Homokt6vis Természetvédelmi Teriiletérsl: 47.602755, 19.097006
Ujpesti Homokt6vis Természetvédelmi Teriiletérsl: 47.602448, 19.096292
Ujpesti Homoktdvis Természetvédelmi Teriiletérdl: 47.601807, 19.097988
2A autoit mellsl: 47.647731, 19.161147

Csujszkaja

6. abra Az egyedcsoportok elhelyezkedése az Ujpesti homoktévis természetvédelmi teriileten

4.2. DNS-kivonas
A genomi DNS-t a névények begyiijtott, és -20 °C-on tarolt leveleib6l vontuk ki DNeasy
Plant Mini Kit segitségevel (Qiagen, Hilden, Németorszag).
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4.3. PCR-analizis
Az amplifikalashoz Wang és munkatarsai (2008), valamint Jain és munkatarsai (2010)

tanulmanyaibdl 7 primerpart hasznaltunk (4. tablazat).

4. tablazat A vizsgalatban felhasznalt hét mikroszatellit 16kusz jellemzoi

Primer neve Ismétlédé motivum L okusz Forras

HrMs003 (TCA)6 EST-SSR Jain és mts. 2010
HrmsS012 (CTT)11 EST-SSR Jain és mts. 2010
HrMs025 (AG)8 EST-SSR Jain és mts. 2010
Hr01 (GA)11 SSR Wang és mts. 2008
Hr02 (AG)9 SSR Wang és mts. 2008
Hr03 (AG)10 SSR Wang és mts. 2008
Hr06 (CA)9 SSR Wang és mts. 2008

A mikroszatellit PCR-hez kb. 25 ng DNS-t hasznaltunk 25 pl végtérfogatban: 10 x PCR

puffer (Fermentas-Thermo Scientific, Burlington, Kanada), 2,5 mM MgClz, 2 mM dNTP, 0,4 uM
az adott primerekbdl és 0,625 U Taq DNS-polimeraz.
Az ivarmarker  vizsgalathoz a HrX1 SCAR-marker primerjeit, OPAO04(FS)F
(TATGAGCTCTCGACTGACAGCCA) és OPAD4(FS)R (CTGTTGTCCGAGATGACGCGT),
valamint a HrX2 SCAR-marker primerjeit, OPTO06(FS)F (AAGTGTGGCCACCGTCGTAAGA)
és OPTO06(FS)R (ACCGTGTCGATGCACTGTGTATAG) hasznéltuk Korekar és mts. (2012)
nyoman. A Chs intronhossz-variabilitas vizsgéalathoz a CHSx1F
(AGGAAAAATTCAAGCGCATG) és CHSx2RN (TTCAGTCAAGTGCATGTAACG)
primerpart hasznaltuk (Strand és mts., 1997).

Ez utébbi PCR-vizsgalatokhoz 0,625 U DreamTag-polimerazt (Fermentas-Thermo
Scientific), és hozza 10 x DreamTagq puffert, 2,5 mM MgClz, 2 mM dNTP-t, 102 mg/ml BSA-t,
0,4 uM-t az adott primerekbdl mértiink 6ssze 25 pl végtérfogatban. A PCR-t PTC 200 (MJ
Research, Quebec, Kanada) tipusu készulékben végeztiik a primerekhez kozolt, eltérd protokollok

alapjan.

4.4. Fragmentumhossz-analizis

A PCR termékeket 2 %-o0s etidium-bromidos TBE agar6z gélen, Gene-Ruler 100 bp
(Fermentas-Thermo Scientific) méretmarkerrel, futtattuk 80V-on. Az amplifikacié sikerességét
UV-fény alatt ellendriztik. Az SSR-allélok méretének meghatarozasa ABI PRISM 3100 Genetic
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Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA) automata DNS-szekvenatorral
tortént, amihez az 5° végen fluoreszcensen jelolt forward primereket hasznaltunk a PCR soran. A
kapott adatokat az ABI Peak Scanner 1.0 programmal (Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornia, USA) elemeztiik.

4.5. Klonozés, szekvenalas

A kalkon-szintdz gén intronrégidjanak klénozasa az InsTA Clone PCR Cloning Kittel
tortént a gyartd utasitasai szerint (Fermentas-Thermo Scientific). A ligalas egy éjszakéan at 4 °C-on
10 ul végtérfogatban tortént: 20-50 ng tisztitott PCR-fragmentum, 1,65 U T4 DNS-ligaz, 55 ng
pTz57R/T plazmid vektor, 5x ligacios puffer desztillalt vizzel kiegészitve.

A kl6nozott fragmentumokkal JM109 kompetens sejteket transzformaltunk. A teljes
ligacids elegyet 80 pl —70 °C-on térolt kompetens baktériumszuszpenzioval finoman 6sszeraztuk,
majd 20 percen at jégen tartottuk, azutan 45 mésodpercig 42 °C-os vizfiirddbe helyeztiik, majd
azonnal jégre tettlk 2 percig. Végul 950 ul 37 °C-os folyékony, antibiotikummentes LB taptalajt
adtunk hozza, és masfél 6réig razattuk 37 °C-on, 150 rpm fordulatszdmmal. Ezutan 100-400 pl-
nyi szuszpenziot szélesztettiink LB /ampicillin/IPTG/X-gal szilard taptalajon: 10 g/l Bacto-tripton,
5 g/l Bacto-¢élesztokivonat, 10 g/l NaCl, 7 g/l agar, 100 ug/ml ampicillin pH=7; a plate felszinén
100 mM IPTG-t és 50 mg/ml X-galt oszlattunk szét. A kész plate-eket forditott helyzetben 37 °C-
on inkubaltuk egy éjszakdn keresztil. A Kkolénia-PCR soran pozitivnak mutatkoz6
baktériumkoldonidkbol folyadekkultarat inditottunk. A plazmidokat EZ-10 Spin Column Plasmid
DNA Kit (Bio Basic Inc., Markham Ontario, Kanada) izolaltuk. Szekvencidjuk meghatarozasa
szintén ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA)
automata DNS-szekvenatorral tortént. Minden minta esetében harom klon szekvenalasat végeztik
el. A DNS és aminosav-szekvenciak homoldgiavizsgélatéhoz az NCBI BLAST szoftverét
(Altschul és mts., 1990) hasznaltuk, a szekvenciék illesztését a CLUSTAL W (Thompson és mts.,
1994) programmal hoztuk létre. A filogenetikai analizishez a MEGA6 (Tamura és mts., 2011)
programot hasznaltuk. A maximalis parszimonia modszerrel készitett kladogram statisztikai

ellenérzéséhez bootstrap-analizist hasznaltunk 1000 ismétléssel.
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5. EREDMENYEK

5.1. Homoktovis fajtak DNS-ujjlenyomata

A vizsgalatban 6sszesen 12 termds €s egy porzos fajta szerepelt. Németorszagban nemesitett
fajtak a Frugana, Leikora és a Hergo, mig orosz eredetlick az Oranzsevaja, Jantarnaja, Avr,
Obilnaja, Aromata, Csujszkaja, Pet6 2., Romai 2., S20 valamint egy porzos fajta.

A Hippophaé nemzetségre fejlesztett SSR-primerek kozul hetet valasztottunk ki (5. tablazat)
a lokuszokra jellemzé allélszamok alapjan (Wang és mts., 2008; Jain és mts., 2010). A PCR-
amplifikacid mindegyik Iokusz esetében sikeres és megismételheté volt, valamint mind a hét
polimorfnak bizonyult. A felszaporitott DNS-szakaszokok kdzott agaroz gélelektroforézissel nem
tudtunk egyértelmii kiilonbséget tenni, csak a PCR-termék mindségét -ellendriztiik, és
meghataroztattuk a fluoreszcensen jel6lt fragmentumok pontos meéretét. Az eredmények
kiértékeléséhez ez elengedhetetlen volt, mert tébb I6kusz esetében is csupan néhany bazisparnyi
kilénbség mutatkozott az egyes allélok méretében. Az allélokat a kapillaris elektroforézissel
miikddé automata szekvenalo késziilék hasznalataval, a kromatogramok alapjan egyértelmiien meg
lehetett kiilonboztetni.

Minden fajtdban valamennyi primerpar hasznalataval ketté vagy egy allélt detektaltunk, az
egy allélt hordoz6 genotipusokat homozigétanak tekintettik. A 7 l6kuszban ésszesen 53 allélt
azonositottunk, ez atlagban 7,5 allél 16kuszonkeént (6. tablazat). A 16kuszonkeénti allélszam 4 és 12
kdzott mozgott. Az allélok mérete 73 és 370 bp kozott valtozott. A legnagyobb allélszam a
HrMS025 l6kuszt jellemezte (12), és az allélok kozotti méretkildnbség is ebben az esetben volt a
legnagyobb (314-370 bp). A legkevesebb, 4 allél a Hr06 16kuszban fordult eld.

5. tablazat A vizsgalatba bevont 16kuszok allélszdma 13 homoktdvisfajta esetében

Allélok szama a
forrasmunka alapjé

A vizsgalatban

Primer neve Allélhossz (bp) szereplé allélszam

337-361
143-167 5 8
314-370 4 12
163-175 12 7
157-169 6 7
84-94 11 6
73-93 12 4
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A7 Iokusz eredményei alapjan a kapott fragmentummeéretekkel a 13 fajta mindegyike egyedi

DNS-ujjlenyomattal azonosithat6 volt, melyeket a 6. tdblazatban foglaltunk 6ssze.

6. tdblazat Homoktovisfajtak 7 SSR-10kuszra jellemz6 fragmentumhossz adatai (bp)

HRO1 Hro3 Hro6 HrMS003 HrmMS012  HrMS025 Hr02
Frugana 163 163 84 86 73 73 340 340 146 167 330 338 157 169
Leikora 171 173 92 94 75 75 340 340 143 155 332 338 159 167
Hergo 163 163 84 86 73 73 340 340 146 164 X X 157 169
Peto 2. 173 175 94 94 73 73 340 349 149 155 334 346 159 167
Rémai 2 165 165 86 86 75 75 X X 143 149 360 362 159 163
OJgolrAelol 4ok | 167 167 88 90 73 83 337 355 155 161 314 336 163 165
S20 165 165 86 86 75 93 340 340 143 155 368 370 159 161

Ol raVETEM 169 169 88 90 75 75 346 352 146 161 314 314 163 169
Jantarnaja 169 169 90 90 73 73 346 352 146 149 314 314 163 163
Avr 167 173 88 94 73 73 340 343 143 161 336 338 159 161
Obilnaja 169 169 90 90 3 73 346 352 146 149 314 314 163 163
Aromata 169 171 92 94 75 75 358 361 143 146 314 314 163 163
Csujszkaja 169 169 90 92 75 75 346 355 152 155 314 336 163 169

5.2. Az Ujpesti homoktdvis-allomany vizsgalata SSR-markerekkel

A teriilet latogatdsa soran megallapitottuk, hogy kb. 200 egyedbdl all a populécio, amelyek
térbeli izolacio nélkiil 6t csoportba rendezédnek, néhany méternyi tavolsagra egymastol (6. abra
az Anyag és mdbdszerben). Mindegyik egyedcsoportbdl nem szomszédos névényrél, a csoport
méretével aranyos mennyiségii levelet szedtiik, atlagosan 4-5 darabot. A vegetativ szaporulat miatt
nem lehetett biztonsdgosan megallapitani az egyedhatarokat, valosziniinek tiint, hogy az egymas
melletti novények valojaban genetikailag azonosak, egy genetr6l szarmaznak. Az egyes
egyedcsoportok morfoldgiailag nagyjabol egyontetiiek voltak. Az Ujulat kozott taldltunk
valoszinlisithetd magoncokat és klonokat is.

A 13 fajta esetében tesztelt és jol miikodé hét markerbdl hat mutatott megbizhatdan
Kiértékelhetd eredményeket (7. tablazat). A legnagyobb allélszamu Hr025 I6kusz kiértékelése
nehézkessé valt az elektroforetikus cstcsok rendszertelen megjelenése miatt, ezért az eredmények
Osszesitésébdl kihagytuk. A populacido egészében rendkiviil alacsony volt a lokuszonkénti
allélszam. A Hr01 lékusz esetében 3 (165 bp, 171 bp, 175 bp); a Hr02 I6kuszban 3 (159 bp, 165
bp, 169 bp); a Hr03 lokuszban 5 (82 bp, 86 bp, 88 bp, 92 bp, 96 bp); Hr06 I6kuszban 2 (75 bp, 87
bp); HrMS003 l6kusz esetében 2 (214 bp, 250 bp) és a HrMS12 l6kuszban 2 (143 bp, 155 bp).
Homozigota genotipus egyaltalan nem fordult elé. A genotipusok szama az egyes lokuszokban: a
Hr01 l16kusz esetében 2 (165/171 és 165/175); a Hr02 l6kuszban 2 (159/165 és 159/169); a Hr03
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I6kuszban 4 (86/92, 88/92, 86/96, 82/96); Hr06 I6kuszban 1 (75/87); HrMS003 I6kusz esetében 1
(214/ 250) és a HrMS12 lokuszban 1 (143/155). Az egyes egyedcsoportokban a Hr03 lokusz
kivételével minden névény genotipusa azonos volt.

Ugyanakkor a 2A autout mentén a sovényként telepitett sorbol gytjtott 8 egyed (71/6-78/6)
eltér6 mintazatot, joval nagyobb variabilitdst mutatott: a Hr01 16kusz esetében 5 (157 bp, 163 bp,
165 bp, 171 bp, 175 bp); a Hr02 I6kuszban 5 (151 bp, 157 bp, 159 bp, 165 bp, 169 bp); a Hr03
I6kuszban 5 (78 bp, 84 bp, 86 bp, 92 bp, 96 bp); Hr06 l16kuszban 7 (71 bp, 73 bp, 75 bp, 85 bp, 87
bp, 91 bp, 93 bp); HrMS003 1dkusz esetében 5 (250 bp, 324 bp, 338 bp, 340 bp, 354 bp) és a
HrMS12 I6kuszban 4 (143 bp, 145 bp, 149 bp, 155 bp) allélt azonositottunk.
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7. tablazat Az Ujpesti Homoktovis Természetvédelmi Teriiletrdl gyiijtott ndvények 6 SSR-16kuszra jellemzé fragmentumhossz adatai
(bp), a populacié 6t egyedcsoportjat (egyed sorszama/csoport 1-5), valamint a 2A aut6at mentén gyijtott egyedeket (71/6-78/6) kiilon
ieloltik

Hr03 Hr06 HrMs003 Hrms012 Hr02 Hr03 Hr06 HrMSs003 HrmMms012 Hr02




5.3. Ivarspecifikus markerek hasznélata

Korekar és munkatarsai 2012-ben fejlesztett két markerébdl csak a HrX2 markert talaltuk
megbizhatonak az ismert fajtakon kontrollként elvégzett kisérlet soran. A PCR optimalizalasa
érdekében ketféle polimerazt probaltunk ki (Anyag és modszer), illetve a PCR-inhibitorok gatlo
hatasa ellen BSA-t adtunk a PCR-mixhez. BSA hasznalataval a DreamTag-polimeraz bizonyult
eredmeényesebbnek. A vizsgalt 76 mintabol 34-nél szaporitotta fel a kivant 386 bp hosszi DNS-
szakaszt (7. abra). Az Ujpesti Homoktévis Természetvédelmi Teriletrél begyiijtott mintdk koziil
28-at jelzett ndi ivarinak a marker, ez azt jelenti, hogy termés egyedek aranya a porzdsokhoz
képest 1:1,42. Az term0s egyedek aranya a porzosokhoz egyedcsoportonként: 1. csoport: 1:3,51 ;
2. csoport: 1:2 ; 3 csoport: 1:0,67 ; 4. csoport: 1:0,64 ; 5. csoport: 1:0.5.

SR 1 2 4 5 6 7 81011 12 131415 18 19 20 21 22 23

24 25 26 27 28 30 31 32 3334 35|36 37 38 39 40|41 42 43
M -

500bp_, 44 45|46 47 48 49 50 51 52 53 54 56 57 58 59

L L

P ' * <« 386 bp
SOIY| 60 61 62 63 64[66 68 69 70 71|72 73 74 75 76

- oD e o= <« 386 bp

500 bp — M IEZARCEENERFEIETA . 3o

7. &bra Az ivarspecifikus HrX2 markeranalizis (Korekar és mts., 2012) eredménye 76
homoktévisegyeden. A termds példanyokat egy 386 bp hosszii fragmentum detektalja. Az Ujpesti
Homoktovis Természetvédeli Teriiletrdl és a 2A autdout melldl gytijtott egyedcsoportokat fehér
vonalak hataroljak

5.4. A kalkon-szintaz gén intronhossz-variabilitasanak vizsgalata
A kalkon-szintaz gén intronrégidjat (Chsi) Strand és mts. (1997) altal fejlesztett
primerparral amplifikaltuk a természetvédelmi teriilet két egyedébdl (35/2, 42/3), a 2A autout

menti egyik egyedbdl (78/6), a ‘Frugana’, a ‘Jantarnaja’, az orosz porzds fajtadkbol, valamint
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harom, Tor6korszagban vadon €16 egyedbdl (torok 8, 16 és 25). Az egyes mintakbdl egy vagy két
kiilonboz6 allélt detektaltunk (homo- vagy heterozigota). Az amplifikalt fragmentumok méretei a
kovetkez6k voltak: a 35/2 egyed esetében 691 bp, a 42/3 egyednél 696 bp, a 78/6 egyednél 728
bp, a ‘Frugana’ fajtdnal 593 bp és 718 bp, a ‘Jantarnaja’ fajtanal 712 bp, az orosz porzds fatanal
650 bp és 660 bp, a torok 8 egyednél 684 bp, a torok 16 egyednél 655 bp és 653 bp, a torok 25
genotipusnal 688 bp és 665 bp. A szekvenciakat BLASTN homologiavizsgalattal ellenériztiik,
majd az adatbazisbol letoltott 44 Hippophaé Chsi szekvenciaval maximélis parszimonia
modszerrel hasonlitottuk 6ssze (8. abra). A Chsi haplotipusokat Bartish és munkatarsai (2006) 7
(I-VII) csoportba soroltak. Az jpesti allomanyban el6forduld két allél a II. haplotipusokhoz
csoportosult, a 2A 0t melletti egyed az orosz porzos és a ‘Jantarnaja’ fajtahoz rendez6dott, a

‘Frugana’ a IV. haplotipusokhoz, mig a torok egyedek az I. csoporthoz keriiltek.
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Hippophae rhamnoides haplotype IVG chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
Hippophae rhamnoides haplotype IVG-2 chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
Hippophae rhamnoides haplotype IVB chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
Hippophae rhamnoides haplotype IVM chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
Hippophae rhamnoides haplotype IVX chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
Hippophae rhamnoides haplotype IVA chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
Hippophae rhamnoides haplotype IVY chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
Hippophae rhamnoides haplotype IVS chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
Hippophae rhamnoides haplotype IVT chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
Hippophae rhamnoides haplotype IVH chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

Hippophae rhamnoides haplotype IVF chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

Hippophae rhamnoides haplotype IVO chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

Frugana B

Hippophae salicifolia chalcone synthase (Chs) gene intron 1

Frugana A

Hippophae rhamnoides haplotype IVO-2 chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
Hippophae rhamnoides haplotype V chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
Hippophae rhamnoides haplotype IIID chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

Hippophae rhamnoides haplotype IIIE chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

Hippophae rhamnoides haplotype IlIB chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
Hippophae rhamnoides haplotype IIlJ chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
42/3 Ujpest

Hippophae rhamnoides haplotype IIH-2 chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
35/2 Ujpest

Hippophae rhamnoides haplotype IIH chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
Hippophae rhamnoides haplotype IID chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
Hippophae rhamnoides haplotype IIG chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds(2)
Hippophae rhamnoides haplotype IIG chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

Hippophae rhamnoides haplotype IIE chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

Hippophae rhamnoides haplotype IIG-2 chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
Hippophae tibetana chalcone synthase (Chs) gene intron 1
Hippophae neurocarpa subsp. stellatopilosa chalcone synthase (Chs) gene intron 1

52 Hippophae rhamnoides haplotype VIB chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

orosz porzos A

orosz porzos B

78/6 M2fout

Hippophae rhamnoides subsp. turkestanica chalcone synthase (Chs) gene intron 1
Jantarnaja

Hippophae rhamnoides haplotype VIIA chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

46 68

Hippophae rhamnoides haplotype VIIA chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds(2)

Hippophae rhamnoides haplotype IK chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

Hippophae rhamnoides haplotype IK-2 chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
Hippophae rhamnoides haplotype IK-3 chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

Hippophae rhamnoides haplotype IA chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

97
79
20
14
torok 8 A
95
torok 8 B
67
17 torok 25 A
23 12 Hippophae rhamnoides haplotype IZ chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

Hippophae rhamnoides haplotype IS chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

Hippophae rhamnoides haplotype IL chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

43 L(: torok 25 B
7 22 Hippophae rhamnoides haplotype IR chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
— Hippophae rhamnoides haplotype IP chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

o0l — Hippophae rhamnoides haplotype IA-2 chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds
torok 16 A
torok 16 B

— Hippophae rhamnoides haplotype IQ chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

5 L Hippophae rhamnoides haplotype IM chalcone synthase (Chs) gene intron 1 and partial cds

8. abra Hippophaé rhamnoides genotipusok kalkon-szintdz génjének maximalis parszimonia
modszerrel készitett filogenetikai vizsgalata a klddok szignifikancigjat jellemzd bootstrap-
értékekkel
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1. Homoktdvisfajtak azonositdsa SSR-markerekkel

A gazdasagilag jelentés fajok esetében (alma, sz6l6, paradicsom, stb.) a molekularis
markerezési technikak fejlédésével megkezdddtek az egyes fajtdk DNS-ujjlenyomatainak
meghatarozasi munkai a fajtaazonositas, fajtakeveredés kimutatasa és a nemesitési alapanyagok,
génbanki tételek jellemzése miatt. A technikdk kozll a mikroszatellit markerezés bizonyult
legjobbnak, ezért &ltalanos irdnyelvvé valt minden egyes faj esetében azon SSR-l6kuszok
meghatarozasa, amelyekkel az adott fajtak genotipizalasa, megkiilonboztethetésége egyértelmii.
Természetesen a kivalasztott 10kuszok szama fajonként eltérd, hiszen a ploidszint, a genom mérete
¢és komplexitasa ezt alapvetéen befolyasolja (Silfverberg-Dilworth és mts., 2006;. Cipriani és mts.,
2010). Homoktdvis esetében szamos kdzlemeény sziiletett a DNS-alapl markerek hasznalatardl, de
valamennyi a természetes populaciok felmérésére iranyult, fajtdk genotipizalasaval eddig még
senki nem foglalkozott.

Wang és munkatarsai (2008) a kinai Hippophaé rhamnoides subsp. sinensis alfaj
genomjabol izoléaltak SSR-16kuszokat, melyek polimorfizmusat vadon €16, egymastdl tavol esé
populéaciok 12 egyedén tesztelték. Az altaluk leirt négy 16kuszbol haromban kevesebb allélszamot
talaltunk, példaul a HROL1 ldkusz esetében 12-vel szemben csak négyet. Szinte pontosan azonos
mintaszamon végeztilk a vizsgalatokat, tehat nem az egyedek szamabdl adddik a kilénbség,
hanem valosziniileg a vadon €16 genotipusok nagyfoku polimorfizmusabodl. Az allélok méretében
kismértékli eltérések tapasztalhatok, ami nem meglepd, hiszen egy masik alfajon késziilt az
elemzés. Raadasul a kiilonboz6 fluoreszeens festékek és az eltérd tipusti automata szekvenatorok
hasznalata néhany nukleotidnyi eltérést okozhatnak az egyes meréseknél (Cachi és Winsch, 2014).

Ugyanakkor Jain és munkatarsai (2010) a Hippophaé nemzetség harom fajanak (H.
rhamnoides, H. salicifolia és H. tibetana) genomjabdl EST-SSR primereket terveztek, dsszesen
14 genotipuson tesztelve azokat. Ezekbdl harom lokuszt vizsgaltunk mi is, amelyek minden
esetben nagyobb allélszamot adtak, a legnagyobb kiilénbséget a HrMS025 16kusznal leirt 4 alléllal
szemben a vizsgalt fajtdkban el6fordult 12 allél jelentette. Az amplifikalt allélok méretét a szerzok
nem kozol1ték, igy nem tudtuk dsszevetni, milyen mértékii kiilonbségek adodtak.

Az eredmények alapjan egyértelmiien megallapithat6, hogy a kivalasztott primerek

megbizhatéan hasznalhatok, ha a fajtanemesités tamogatasa érdekében értékes genotipusok
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molekularis markerezésére van sziikség, valamint egy esetleges fajtakeveredésnél a megallapitott

SSR-genotipusok alapjan a fajtak egyértelmiien, egyedileg azonosithatok.

6.2. Az 6shonos homoktovis-allomany jellemzése SSR-markerek alapjan

A 6 SSR-l0kusz altal felmért genetikai variabilitas rendkivil alacsonynak bizonyult az
Ujpesti alloményban. Az egyes egyedcsoportokban szinte ugyanazok a genotipusok fordultak eld,
az allélmintdzat monomorf volt. Az dsszes egyed heterozig6ta volt valamennyi I6kuszban, ami
nem meglepd egy kétlaki novény esetében. Az eredmények alapjan valoszintsithetd, hogy az
Iétesitése, szemétlerakas, nem tarsulasazonos fajok megjelenése, megndvekedett légszennyezés —
az alacsonyabb vegetativ és reprodukcios fitnesszel rendelkez6 egyedek elpusztultak, és néhany
toleransabb ndvény szaporodott el a teriileten. Erdeifeny6n, tolgyeken, lucfeny6n is kimutattak,
hogy légszennyezés hatasara a pollenszemek sterilitdsa névekszik (Borzan és Schlarbaum, 1997).
Az ivaros szaporodashoz képest a populacio valdsziniileg sokkal tobb energiat forditott a vegetativ
uton torténd szaporodasra, a polikormon képzésre, ami a homoki tarsulasokban €16 fajok esetében
gyakori, és az ével pionir fajokra kiilonosen jellemzo.

A Kis genetikai variabilitds és a rossz kérnyezeti viszonyok miatt az egyedek pollenadd-
¢és termékenyiil6-képessége romlik, ami a beltenyészet kialakulasdhoz vezet (Matyas, 2002). Az
alacsony genetikai diverzitéas egy elszigetelt populécié esetében kiilléndsen veszélyes lehet, hiszen
a kozel azonos génallomanyl egyedek genetikailag instabil populacioét alkotnak. A kérokozokkal
¢s kartevokkel szembeni védelem példaul jelentésen gyengébb egy ennyire egységes populacid
esetében. Bar a homoktovisnek viszonylag kevés korokozdja és kartevoje ismert, a novény
népszerliségének novekedésével egyre tobb lltetvényt telepitenek orszagszerte, amelyekben mar
komoly kartételek is eléfordulnak. Az iiltetvényekben jelentds veszélyforras lehet a verticilliumos
hervadas (Verticillium dahliae), a Németorszagban Gjonnan felbukkand és komoly kartételt okozo
sziberiai homoktovislégy (Rhagoletis batava), a kis s nagy farontolepke (Zeuzera pyrina, Cossus
cossus), amelyek egy teljes allomany kipusztulasat is okozhatjak (Porpaczy, 1997; Karadi Péter,
szobeli kozlés).

A vegetativ sarjtelepek (polikormonok) mentén pontos egyedhatarokat nem tudtuk
megallapitani, ezért attol fuggetleniil, hogy térben nagyobbnak tiinik egy populacio még lehet,

hogy csupan néhany klonalisan kiterjedt példany alkotja, mint ahogy az eredmeények tiikrében ez
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valoszinli. Ennek nagy természetvédelmi jelent6sége lehet hiszen egyes populécidkat nagyobbnak
itélhetnek, mint amekkorak valéjaban (Lendvay és mts., 2013a, b).

Bartish és munkatarsai az 1990-es évek végén kezdték meg atfogd vizsgalataikat a
homoktdvis eurdpai elterjedésével kapcsolatban. Ebben a vizsgalatban szerepelt az Gjpesti teriiletet
reprezentald novényanyag is. Az elsédleges analiziseket RAPD-markerekkel végezték (Bartish és
mts., 1999; 2000), késébb a cpDNS elemzésén és a kalkon-szintaz gén intronhossz-
polimorfizmusan alapuld vizsgalatokat folytattak (Bartish és mts., 2006). A kezdeti adatok szerint
az Ujpesti allomany nem tiint homogénnek, €s a kiértékelés soran sem kaptak egyértelmii
eredményt. Ez alapjan azt feltételezték, hogy a természetvédelmi teriileten nemcsak az 6shonos
novényallomany talalhaté meg, hanem a kozelben, példaul a 2A autdat mentén sovenyként
telepitett homoktovisfajtakrol szarmazd, a madarak altal behurcolt maganyag is belekeveredhetett
az eredeti populacidba (Igor V. Bartish, szobeli kdzlés). Ezen hipotézis miatt az Gjpesti allomany
ndvényei vegul ki is maradtak az elemzésekbdl, a megjelent publikdciokban nem szerepeltek. A
feltételezés ellenérzése érdekében a természetvédelmi teriileten 68 ndvényrdl gyljtottiink mintat,
valamint a 2A autout mellé telepitett novénysorbol 8 egymadstdl tavolabb elhelyezkedd egyedrol.
Az SSR-analizis egyértelmiien bizonyitotta, hogy a természetvédelmi dllomany teljesen homogén,
s6t kifejezetten monomorf mintazatot adott. Bér taldltunk az ivaros szaporodasra utald
magoncokat, alapvetéen gyokérsarjakkal szaporodnak a novények. A 2A autdéit menti egyedek
viszont teljesen mas SSR-mintazatot adtak, hasonléan nagymértékii variabilitassal, mint a
kordbban tesztelt 13 termesztett fajta esetében. Ez utdbbi genotipusokat nem detektaltuk az Gjpesti
allomanyban, tehat a reprezentativ mintavétel alapjan kijelenthetd, hogy a természetvédelmi
teriileten jelenleg nem talalhatok telepitett (idegen eredetil) fajtaktol szdrmaz6 magoncok. Ha a
tobb mint 15 évvel korabbi mintavétel az ellenkezdjét mutatta, akkor egyrészt elképzelhetd, hogy
a RAPD-technika megbizhatatlansdga miatt voltak félreérthetéek az adatok, amivel szemben az
SSR-markerek joval megbizhatobb eredményeket produkalnak (Agarwal és mts., 2008). Masrészt,
ha elé is fordult, hogy néhany ,,idegen” magonc keriilt a populacioba, valosziniileg mara
kiszorultak az allomanybol, a homoki gyepteriiletre jellemz6 specidlis 6koldgiai korilmények
hatéasara.

6.3. Az ivarspecifikus markerek alkalmazhat6saga

A valtivaru kétlaki novényeknél az ivarok ardnya fontos tényez0 a populécié fennmaradasa

szempontjabol. A természetvédelmi terlileten a termés nélkili egyedeket nem tekintettiik
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egyértelmilen porzos példanyoknak, mert a termdékorti ndvényekrdl a bogydkat a madarak
elhordhattak. Morfologiailag a két ivar elkiilonitése nem mindig egyértelmii (Kalia és mts., 2011a).
A tesztelt HrX2 marker (Korekar és mts., 2012) a termds €s porzos kontroll fajtakon tobbszords
ismétlésben az optimalizalt PCR-korilmények mellett megbizhatéan mikodott. Kerti és
munkatarsai (2014) szintén az Ujpesti populacio egyedein tesztelték mind a Korekar-féle RAPD-
markereket, mind a bel6liik fejlesztett SCAR markereket. Eredményeik szerint sem a RAPD-
profilok, sem a HrX1 illetve a HrX2 altal mutatott gélkép nem volt megfelel6 a porzds és termds
egyedek kozotti kulonbségtételre. Velemenyik szerint a markerfejlesztéshez kevés és egy
termOhelyrél begylijtott ndvényt hasznaltak, igy nem ivarhoz kotott egyedi genotipusos
kilonbségeket itéltek ivarspecifikusnak. Ugyanakkor szintén ugyanezeket a SCAR-markereket
ellenérizték H. tibetana és H. salicifolia fajokon Chawla és munkatarsai (2014). Az 6
névényanyagukon a HrX1 marker sikeresen miikodott a megfeleld l10kuszokon mind a két fajnal,
a HrX2 azonban csak a kontrollként hasznalt H. rhamnoides faj esetében adott pozitiv eredményt.

Vizsgalataink alapjan a HrX2 marker megbizhatéan hasznalhatdé az ivarok
meghatarozasara, ugyanakkor a tesztrendszer idedlisabba tételéhez belsd kontroll fejlesztése
sziikséges, mint ahogy ez mas allélspecifikus primereknél mar bevalt mddszer (Sonneveld és mts.,
2003; Halasz és mts., 2008). Ennek hianyaban ugyanis a negativ eredményt ad6 mintaknal nem
lehet kizarni, hogy esetleg a PCR nem miikodott megfelelden.

Az Ujpesti populacid 6t kisebb csoportja koziil kettében talaltunk jelentésebb mennyiségi
termds példanyt, a harmadikban 2 termds egyedet talaltunk, kettében pedig egyaltalan nem lehetett
latni terméses novényeket a mintak begyiijtésekor. Az eredmények szerint a teriilet latogatasakor
veélt ivardsszetétel - miszerint a 2. és a 3. csoport csak termds, a 1. és 4. csoport csak porzos
egyedekbdl all — nem a valds allapot. Az Ujpesti Homoktovis Természetvédelmi Teriileten
talalhaté ndvényanyag ivari dsszetétele eltér Huxley (1992) eredményétdl, amelyben a vizsgalt
populécid ardnya 2:3 volt a termds egyedek javara. Li és mts. (2007) szerint az arany megfeleld
kornyezeti paraméterek kozott nagyjabol kiegyenlitett. Az, hogy a tertleten kicsivel tébb porzos
egyed talalhaté magyarazhatd egyrészt azzal az altalanosan elfogadott ténnyel, miszerint a kétlaki
novények esetében a porzos egyedek a novekedésre forditjak erdforrasaik nagy részét, mig a
termés egyedekben a reprodukciora valo késztetés a nagyobb (Massei €s mts., 2006), masrészt
azzal, hogy a homoktdvis esetében is — mint a szélporozta fajok tébbségeben — a kikelt magoncok

kozott a himivardak szama nagyobb (Jong és Mejiden, 2004). A homoktdvis rendkivil
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fényigényes ndvény lévén még sajat arnyékolasat sem tudja elviselni, ezért a fotoszintetizalo
hajtasok fellll helyezkednek el, és az egyedek a versenyképessége gyenge. A termdés magoncok
esetében ez is hatranyt jelenthet.

Gado (1999) ugyanugy irja le a terlleten a populacio egyedcsoportokra oszlasat, mint
ahogy mi is megfigyeltik. Megjegyzi, hogy régebbi felmérések a populacio ivararanyat
rosszabbnak talaltdk. Mivel tudjuk, hogy a kornyezeti tényezék romlasaval az ivari dsszetétel
eltolodik a porzos egyedek iranyaba (Li és mts., 2007), az ivarardny (szexitas) javulasa
valosziniileg a terllet megkezdett rehabilitdlasanak, az arnyékol6 ndvényallomany

visszaszoritasanak koszonhet6.

6.4. A kalkon-szintéz gén filogenetikai jellemzése

A filogenetikai vizsgalatokban elsdsorban a cpDNS-alapl modszerek terjedtek el, bar
egyre gyakrabban hasznaljak a nuklearis, egy kopiaban eléforduld gének elemzését is. Ha az egyes
allélokban az intron mérete egyedi és allélonként eltérd, az intronokat hatarolé konzervativ
régidkra tervezett primerekkel amplifikalt fragmentumok kiilonboz6 mérete idealis markert jelent.
Kozel két évtized Ota ezt a technikat hasznaljak sikerrel a Rosaceae névénycsaladba tartozd
gyiimoélesfak 6nmeddbségét meghatarozd genotipus PCR-alapl meghatarozasara (Sonneveld és
mts., 2003).

A Hippophaé nemzetségeben a kalkon-szintaz gén intronmérete ehhez hasonl6an rendkiviil
nagy variabilitast mutat (Strand és mts., 1997). Bartish és munkatérsai (2006) 131 egyedbdl 81
Chsi halpotipust azonositottak, melyek fragmentumhossza 628 bp és 778 bp kozott valtozott. Az
altalunk szekvenalt 13 haplotipus mérete 593 bp és 728 bp kozé esett. A 81 eurdpai és kisazsiai
haplotipusst a filogenetikai analizis 7 csoportba rendezte, foldrajzi elhelyezkedésiiket térképen
abrazoltak (Bartish és mts., 2006). Az ujpesti allomanyban eléforduld két allél a Il. haplotipus-
csoportba keriilt, amelynek tagjai leggyakrabban Nyugat- és Kozép-Eurdpaban, illetve
Romaniaban fordulnak el6. A 2A Gt melletti egyed az orosz porzos és a ‘Jantarnaja’ nevii orosz
fajtaval kozos, statisztikailag szignifikans (bootstrap érték > 50%) tamogatottsaggal rendelkez6
kladot alkotott, mely kladban helyet kaptak a V1. csoportba tartozé mongolica, illetve turkestanica
alfajok haplotipusai is. Ez a filogenetikai mintazat alatamasztja, hogy a 2A Gt mellé telepitett

homoktovis feltehetben a hazankban széles korben termesztett orosz fajtak/genotipusok
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magvetéssel eldallitott csemetéje, mely jelentdsen kiillonbozik az wjpesti dllomany genetikai
profiljatol. Ennek alapjan az Gjpesti allomany homogenitdsa nem kérddjelezhetd meg.

A ‘Frugana’ német fajta haplotipusa a jellemzéen Németorszag terlletén el6fordulod
haplotipuscsoportba keriilt. A térok egyedek haplotipusai a keleti és kozép-eurdpai teriileteket
0sszekotd populaciokat, tobb esetben a caucasica alfajt reprezentalo 1. csoportba tagolodtak.

Mindezek ujabb bizonyitékat adjak filogenetikai analizisiink hitelességének.
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7. KOVETKEZTETESEK

A homoktovis (Hippophae rhamnoides L.) a jégkorszak utan (posztglacialis) egész
Eurdpaban elterjedt (Bartish és mts., 2006). A jégtakard visszahlUzddasaval Uj, pionir felszineken
tudott megtelepedni. Hazankban vélhetéleg egykoron joval -elterjedtebb volt, a klima
melegedésével parhuzamosan azonban Uj fajok érkeztek, igy a homoktdvis visszaszorulhatott az
extrém ¢l6hely(i homoki tarsulasokba. Magyarorszagon a homoktovisnek megfelelé kdrnyezetet
biztosité homoki terulletek a nagy folyok mentén és a Duna-Tisza kdzén, az egykori folyomedrek
homokos felszinén talalhatok. Az antropogén hatasok — folydszabalyozasok, épitkezeések — miatt
azonban egyre kevesebb él6hely maradt fenn, mig a feltételezések szerinti egyetlen Gshonos
terilete a Ujpesti Homoktovis Természetvédelmi Teriilet maradt (Gado, 1999). Kun (1998)
definicidja szerint ,reliktumnak egy adott foldrajzi régioban az a névényfaj-, vagy egy

névényfajnak azon populdcidja tekinthetd, amely egy kordbbi klimatikus-erdotorténeti fazis

crer

= sz

tekinthetjuk.

A teriileten talalhat6é populacio eszmei értékeét és lehetséges veszélyforrasokat figyelembe
véve érdemes lenne megfontolni a névényanyag ex situ megérzést genetikailag reprezentativ
allomany fenntartasaval, tanulmanyozasaval és szaporitasaval. A természetvédelemben a biol6giai
sokféleség meglrzése érdekében a jogi szabalyozas jellemzden kétiranyu: a veszélyeztetett fajok
fennmaradasat egyrészt a fajok egyedeinek védelmével, masrészt a faj él6helyeinek védelmével,
vagyis teriileti alapon igyekszik elésegiteni. Utobbi adott fajok védelmén tul életkdzdsségek
megOrzésére is alkalmas, ami azért is fontos, mert a veszélyeztetettség nyilvanvaléan nem csak
faji, hanem jellemzden életk6zosségi szinten is jelentkezik (Isépy €s mts., 2013).

Eredményeink alapjan egyértelmii, hogy a terulet rehabilitaciojanak folytatasa és
értékmegdrzése mindenképpen aktudlis feladat. A jovOben feltétleniil érdemes lenne a termések

beltartalmi értékeinek vizsgalatat is elvégezni.
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8. OSSZEFOGLALAS

A homoktovis (Hippophaé rhamnoides L.) kertészeti felhasznalhatosaga sokrétii:
gylimolcsterménovényként, gydgynovényként, disznovényként és talajjavitdo ndvényként egyarant
ismert. A megnovekedett igényeknek megfelelden nemesitett fajtait egyre nagyobb teriileten
termesztik, természetes allomanyai egyre nagyobb figyelmet kapnak.

Homoktdvisfajtak esetében eddig még nem kozoltek molekuléaris markerezésen alapul6
adatokat. Az eddigi homoktovisfajokra kifejlesztett mikroszatellit markereket felhasznalva 13
sikerrel termesztett fajtat vizsgaltunk. A 7 I6kuszban dsszesen 53 allélt azonositottunk, ez atlagban
7,5 allél l6kuszonként. A I6kuszok eredményei alapjan a kapott fragmentummeéretekkel a 13 fajta
mindegyike egyedi DNS-ujjlenyomattal azonosithaté volt.

Magyarorszagon, Budapest egyik legjelentésebb természeti értékeként, Ujpesten talalhato az
egyediili 6shonos homoktovis-allomany. Célunk a populacio genetikai jellemzése volt a jol
mitk6dé SSR-markerek, valamint a kalkon-szintaz enzimet kodold gén variablitasa alapjan, illetve
a populécié egyedeinek ivararany-meghatarozasa specifikus markerek segitségével. A Hr01 és a
Hr02 lokuszokban 3, a Hr03 lokusz esetében 5, Hr06, HrMS12, HrMS003 I6kuszokban 2 allélt
detektaltunk. A SCAR-marker alapjan a termés egyedek aranya a porzosokhoz viszonyitva 1:1,42.

Az SSR-analizis, valamint a szekvenciaadatok egyértelmiien bizonyitjak, hogy a
természetvédelmi allomany teljesen homogén, alacsony genetikai variabilitasi. Ez annak
koszonhetd, hogy az él6hely degradacidja és a kornyezeti stressz novekedése miatt csak néhany
toleransabb ndveny alapvetden gyokérsarjakkal szaporodott el a teruileten. Eredményeinket, és a
tertilet erddtorténeti korszakait figyelembe véve az allomany feltehetden reliktumpopulacionak
tekinthetd.

Ennek tlkrében a tertlet rehabilitaciojanak folytatdsa és értékmegdrzése mindenképpen
aktudlis feladat, mivel a homoktdvis hazai természetes el6fordulasa rendkiviili botanikai értéket

képvisel, melynek megovasa kiemelt cél kell, hogy legyen.
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1. melléklet A Budapest Févaros Onkormanyzata F Opolgarmesteri Hivatal Varostizelemtetési
Osztalya altal kialltott okirat, amely engedélyezi az Ujpesti Homoktovis Természetvédelmi

Teriiletrdl vald levélgytijtést

BUDAY PEesST

Budapes! Fovdros Orkomanyzala
Fépalgarmestarl kluaal

0 R0 0

TIE RS R

Dr. Halasz Julia
egyetemi docens
részére

Vargstzenelteiesl FEas7raly

kozzam:  FPHOB1 /4239 - 4 /2013

hiv. gzdm: -

Budapest Convinus Egyetem
Kerteszetiudomanyi Kar

Genetikz 85 Novenynamesilds Tanszck
1118 Budapest

Vitlanyi ot 29-42,

ogyinezs.  Tolh Eszier
tzkfon; +36 1 £89-9238

a-mail: totheszter@budepest.hu

targy: Engedeély homoktdvis ndver
mintak qyiijtésére

HATAROZAT

Budapest Févaros Onkormanyzat Fopolgarmesteri Hivatalénak fojegyzdje, mint
elsfoki termaszetvédelmi halosdg a Budapesl Carvinus Egyetem [székhely: 1118
Budapest, Vilianyi ot 28-43.. képviseli: Dr. Halasz Julia egyetemi cocsns). mini
Engecélyes 3lial henyljtott kérelménsk természatvédalml szampontbdl

helyt adok, és engedélyezem

a Budaoest IV. kenilet .Ujpesti homokidvis termeészetvédelmi  terulsten’ a widet!
homoktavis {Hiopophad rhamnoidss) lavelinek gyljtéset, valamint Dr. Halasz Julia
egyetemi docens kulalasi munkzjanoz kisérlelek elvénzésdl az aldbbi feltételekkel:

« a véadett ndvény leveleinek a gylijiése az engedélyxérelemben leirt
kutzlasi terillelen helill orlénhet;

« ndvényegyedenkent 3-4 level gyujtese msgengedett;

« a ferbleten eél6 allatok.
természeivedelmi  terileten

karositasa tilos;

fészkeld madarax zavarasa, illetve a
lalélhald novényzel, dlellelen  kdrayezet

« a vedett fermészst terilelen a zajkeltés az &lavildg nyugalmanak és
viszonylagos héborftatiansaganak érdekében tilos;

« jelen haidrozal nem pdlalja mas haldsdg. szakhatdsag engedélyét vagy

tulajdoncs: hozzajarulasat

Jelen engedély visszavonasig, de legfeljebt 2013, szeptember 30-ig érvényes.

1082 Bacanest, viarasadr wlea 2 10 | leveloim: 1540 Dudapus: | telafun: {=3€ 17 227-15-05  fus: [+36 1) §27-78-11

c-mail: Hervath.Belz @b dasest. e
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Az Engedélyss teljes személyes illetéekmentesseghen reszesiil.

Jelen hatdrozatom zllen a kézhezvételldl szamitott 15 napon belul a Fépolgarmesteri
Hivatal Varosuzsmelietssi F&osztalyahoz benyditoit. a Budapsst  Favdros
Kemdnyhivalalanak (1088 Budapest, Vo u. 62-64) cimzett illeickmentes
fellebbezessel lehet élni.

Indokolas

A Budapest Corvinus Egyeiem Kertészettudamanyi Kara kérelmezle Budapest V.
keriletében taldlhaié Ujpesti homoktovie természetvécelmi terileten” a wvedstt
homaktévis (Hippophaé rhamnoides) levelinek gyljtésének engedélyezdsat kutatas
65 kiséretek alvégzésénak céljabal.

Az Ujpest homekiivis természetvédelmi teriilet, a Budapest helyi jelentdségll védett
termaszsti torllatairtl 2616 25/2013. (IV. 18.) Fov. Kgy. rendelet 7. § 8 pontja
értelmeben természetvedelmi terllet, & kérelmszett tevéksnysdg engedélykételes.
Haldsdgam megdllapiiolla, hogy a levélgydjlés a meghatirozott mennyisagoen &s az
=l6irt feltételek teljesitése mellett termeészetvedalmi érdekel nem sérl.

Hataskoromet és illetékességemet a termeszet vedelmaré! szolo 1996, éwi LIIL
torvény 38, § {1) bekezdésének a) pontja és a kernyczelvédelmi, lemészeivedelmi,
vizligyi hatdsagi és igazgatasi feladatokat ellato szervek kijelblésérol széla 24 1/2006.
(XIl, 23.} Kermanyrencelet 15, § {1) bekezdése alapozza meg. Hatirozatomat a
kézigazgatasi hatésigi cljdras és szolgaltatas altalinos szabalyairdl szole 2004. évi
CXL. iérvény (3 tovabbiakban: Ket.) 71. § (1) bekezdésa &5 a 72. § (1) bekezdese
alapjan hozlam meg.

A fellebbezési lehetdoseget a Ket, 88, § {1) bekezdése, valamint a €9, § (1) tekezdés
alapjan bizlosilollam. A lellebbezdsl elektronikus Gton nem lehet benyujiani,

A teljes személyes illetékmentssseget az illetekekrol szold 1980. évi XCIIL torveny
5. §11) tekezdés ¢) pontja alapjan dllapltottam meg.

A Tvt. 76. § (1) bekezdés érelmében az tgyintézési hatdridd lemészetvedelmi
haldssgi engedélyszssi eljdrdsokban hdrom hénap, melynck utolst napja: 2013
november 2.

Budapest, 2013. auguszius .M.."
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