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Osszefoglalo

2006-2008 folyaman Osszesen 681 fehér, rezgd és sziirke nyar mintafat
jeloltiink ki a Dunantal kozéps6 és déli teriiletein taldlhatd populacidkban,
melyekrél molekularis genetikai vizsgalatokhoz levélmintat gylijtottiink. Az
ERTI Sarvari Genetikai Laboratoriuméban 126 minta bevonaséaval kéttipust
vizsgalatot végeztiink: egy, a kloroplaszt DNS vizsgélatdra alkalmas
modszerrel (PCR-RFLP) a kizar6lag anyai tuton 0rokl6dé genom
haplotipusainak eloszlasat, egy, a sejtmagi DNS vizsgélatira alkalmas
modszerrel (RAPD) pedig a fajok populaciok kozotti, illetve azon beliili
valtozatossagat mértiik fel.
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Abstract

Population genetic study of Populus species belonging to the Leuce
section (P. alba - white poplar, P. tremula - european aspen, P. x canescens -
grey poplar) was initiated using different molecular marker technics. During
the period of 2006-2008 a total of 681 tree were mapped and leaf material
was collected from eight geografically distinct provenances through the
Transdanubia. A preliminary investigation was carried out with 126 samples
selected from the eight sites applying two different marker technics. Based
on the maternaly inherited chloroplast DNA markers (PCR-RFLP) the
haplotypic composition and the origin of the populations were analysed.
Additionaly nuclear DNA markers (RAPD) were applied for the purpose of
testing the genetic variability between and within the different populations.
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Bevezetés

A hazai nyarak genetikai valtozatossaganak felmérésében hazankban
Bartha Dénes végzett uttord jellegi munkat (Bartha et Bordacs, 1990). 5
magyarorszagi természetes eredetli fehér nyar allomanybdl gytijtott mintdk
felhasznalasaval izoenzim (észterdz és peroxidaz) vizsgalatokat végzett,
melynek eredményeképpen magas fok heterozigdciat allapitott meg az
egyes allomanyokon beliil.

Célunk volt ezen kutatas kibdvitése mind faj (sziirke és rezgd nyar), mind
vizsgalati médszer (PCR-RFLP, RAPD vizsgalatok), mind populacidk terén.
Ennek érdekében 2006-2008 folyaméan 7 dél-dunantuli természetes eredetii
fehér és rezgd nyar populaciobol gyljtottiink dsszesen 681 mintat. Tovabbi
célunk a mintagytjtések és vizsgalatok folytatasa a kozép- és észak-dunantuli
allomanyok mintainak bevonasaval.

Anyag és modszer

A terepi mintavételek alkalméval nagy figyelmet forditottunk arra, hogy a
két alapfaj fontosabb elterjedési teriileteit, valamint ezen teriiletek atfedési
zOnait lehetdség szerint minél jobban érintsiik. A mintafa-kijelolés soran
els6sorban természetes eredetli kozépidés — idds populaciokat, egyedeket
kerestiink, részben azért, hiszen ivarérettségiik folytan ezen egyedek jelenleg
aktivan részt vesznek a populaciok kozotti, illetve azokon beliili
génaramlasban, masrészt tovabbi mintagylijtés sziikségessége esetén
visszakereshetok. A kijelolések alkalmaval levélmintat gyljtottiink a
kivalasztott egyedekrdl mind a genetikai, mind a késébbi levélmorfologiai
vizsgalatokhoz (utobbiak esetében rovid és hosszuhajtas leveleket egyarant),
rogzitettiik a fak elhelyezkedését, valamint a valamilyen okbol kifolydlag
érdekesebb egyedekrdl irdsos és fényképes dokumentaciot is készitettiink. A
genetikai vizsgalatokra szant leveleket hiitve szallitottuk, majd Séarvaron —
72°C-on taroltuk.

A molekularis markerezési eljarasok menete:

A DNS-extraktumokat a fagyasztva tarolt levélszovetbdl allitottuk eld,
majd a kivonast kovetden a vizsgilatok egységességének elérése céljabol

A RAPD (Random Amplified Polimorph DNA) vizsgalatokhoz (sejtmagi
DNS) az OPERON cég (Torjék et al., 2000) altal kifejlesztett primereket,
illetve egyéb, az irodalomban eléforduld RAPD primereket (Heinze, 1998)
hasznaltunk, szamszerint htiszat. A vizsgéalat alkalméaval az egyes DNS
szakaszok felszaporitasa PCR-késziilékben torténik, majd az igy nyert
fragmenseket agar6z gélelektroforézissel valasztjuk szét A mintdk
detektalasa etidium-bromidos festés utdn, UV fényen torténik. Az UV
fénnyel megvilagitott gélekrdl készitett felvételeket specialis, az egyes DNS
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szakaszok elhelyezkedését, ezaltal azok hosszat megallapitani képes program
segitségével értékeljiik.

A kloroplaszt-DNS alapt vizsgéalat annyiban kiilonbozik az el6z6tol,
hogy a DNS szakaszok felszaporitdsa soran alkalmazott primer szekvencidk
kloroplaszt DNS specifikusak, azaz, csak a szintestek sajat 6rokitdanyaganak
egyes szakaszaihoz kapcsoltak, tehat csak azokat sokszorozzdk meg.
Ugyanakkor PCR reakcié soran kapott szekvencidkat specidlis emésztd
enzimekkel ,daraboljuk”, a vizsgalat felbontoképességének novelése
céljabol. A vizsgéalat sordn négy féle PCR-primer/restrikcids endonukledz
kombinécié (Lexer et al., 2005) keriil felhasznalasra.. Az amplifikécio,
illetve enzimes emésztés utan kinyert fragmensek kombinacioi tigynevezett
haplotipusokat eredményeznek. A vizsgalatokat Lexer et al. (2005) 4altal
hasznalt protokoll alapjan végezziikk. A DNS szakaszok elvalasztasa, és
detektalasa a kordbban ismertetett eljaras szerint torténik.

Az adatok statisztikai értékelése:

Az RAPD mintazatok értékeléshez a GenAlex 6.1 statisztikai
szoftvercsomagot hasznaljuk fel.

A kloroplaszt haplotipusok értékelése az Arlequin (Schneider et al. 2000)
populacidgenetikai szoftvert segitségével torténik. A haplotipusok kozotti
kapcsolatrendszert az in. median-joining (MJ) network (Bandelt et al. 1999)
készitésével tarjuk fel.

Eredmények és megvitatasuk

Az Osszesen 7 populaciobdl (Drava-mente, Villanyi-hegység, Mecsek-
hegység, Mohdcsi-sik, Belsd-Somogy, Kiilsd-Somogy, Zselic-hegység)
szarmazd 173 mintara elvégzett PCR-RFLP vizsgalat sordan Osszesen 7
haplotipust sikeriilt kimutatnunk (1. abra). Ezek koziil hirom a fehér
nyarakban, 4 a rezgd nyarakban fordult el. A 001-es haplotipus a fehér nyar
egyedek 59 %-ara jellemz6, a villanyi mintdk kivételével valamennyi
populdcioban jelen van. A 0l4-es haplotipus mindegyik mintazott
populacidban eléfordult, az egyedek 26 %-a tartozik ebbe a csoportba.
Ugyanakkor a 012-es haplotipust csak 14 egyed hordozta (15%), és csak a
drava-menti, és a somogyi mintdkban volt jelen. A rezgd nyarak 6 mintazott
populacidja (a Mohécsi-sikrol nem gyiijtottiink rezgd nyarat) 4 haplotipusba
sorolhat6. Ebbdl kettd valamennyi populacidban jelen van (032-es 57 %,
029-es 25 %). Kiilon figyelmet érdemel a 187-es és az 512-es szamu
haplotipus. Amig az eldz6t dsszesen négy populacido hordozza (Villanyi- és
Mecsek-hegység, valamint Bels6- és Kiilsd Somogy), addig az utdbbit
kizardlag egy Marcali melletti allomanybol szdrmazd egyedben sikeriilt
kimutatnunk. A laboratoriumi eredmények alapjan megallapithatd, hogy az
egyes haplotipusok eléforduldsa alapjan a somogyi teriiletek tekinthetdk
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kloroplaszt szekvencidik alapjan a legdiverzebb populacidknak. Ugyanakkor
amig a fehér nyarak tekintetében ezen populaciok leginkabb a drava-menti
teriiletekkel mutatnak kozelebbi rokonsdgot, a rezgd nyarak esetében ez a
hasonlésag a villanyi- és mecsek-hegységi populacidokkal a nagyobb.

A RAPD vizsgalatok alkalmaval az eldzetesen kivélasztott 20 primer
kozil 5 mutatott értékelhetd savozottsagot, ezek koziil pedig kettd
alkalmasnak bizonyult a fajok, ¢és a hibrid egyedek azonositdsara. Ezen két
primerrel végzett vizsgalatok egyik eredménye a 2. dbran lathato, az egyes
populaciok kozotti genetikai tédvolsagot szemléltetd dendrogram. Ez a
dendrogram részben aldtdmasztja az elsd vizsgalati modszer eredményeit,
azaz a rezgl nyarak esetében a somogyi populaciok a mecseki, valamint a
zselici populaciokkal allnak szorosabb rokonsagi viszonyban; a Dradva-menti
populaciok ugyanakkor a Villanyi-hegység allomanyaihoz allnak kozelebb.
Fehér nyarak esetében a bels6-somogyi populaciok ebben az esetben is a
drava-mentiekkel, valamint a villinyi allomanyokkal allnak szorosabb
rokonsagban, a kiils6-somogyiak ugyanakkor a mecseki populaciok genetikai
allomanyaval mutatnak nagyobb egyezdséget. Ugyancsak jol lathato, hogy a
szlirke nyar egyedek a két alapfaj kozott helyezkednek el, de a fehér nyarak
,»agan”, ami azt a korabbi megfigyelést tamasztja ald, hogy virdgzasbiologiai
okokbol a sziirke nyarak legtobbszor a fehér nyar alapfajjal keresztezdnek
vissza, tehat ezen fej irdnyaban genetikai tavolsaguk kisebb, mint a rezgd
nyarak felé.

Rezgd nyarak Feher nyarak

01

014

1.abra: Kloroplaszt haplotipusok eloszldsa az egyes populacidk kozott
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2. abra: RAPD vizsgalat eredményei alapjan szerkesztett dendrogram
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