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DUNANTULI LEUCE NYAR POPULACIOK
GENETIKAI VIZSGALATA RAPD ES cpDNS MARKEREKKEL

Benke Attila, Cseke Klara és Borovics Attila
Erdészeti Tudomanyos Intézet

Kivonat

A kutatés a fehér nyar és a rezg6 nyar fontosabb dunantdli populaciéinak populaciégenetikai vizsgalatat célozta. A cél e
populdciok genetikai valtozatossaganak felmérése, valamint a teljes molekuldris genetikai valtozatossag megoszlasanak
vizsgalata volt. A populdciégenetikai vizsgalatokban RAPD és cpDNS markerek alkalmazasara kerilt sor. A RAPD vizs-
galatokba a teljes gyijtési terlletet lefedd mintasorbdl 267, a PCR-RFLP vizsgalatba 300 egyedet vontunk be. Két, nagy-
foku polimorfizmust mutaté RAPD primerrel végzett vizsgalatok soran a belsé-somogyi allomanyok mutattak mindkét alap-
faj esetében a legmagasabb diverzitds értékeket, a Nei-féle genetikai tavolsag alapjan szerkesztett dendrogram
ugyanakkor nem mutatott szoros kapcsolatot az egyes populdciok genetikai és foldrajzi tavolsaga kozétt. A 4 cpDNS
primerparral végzett PCR-RFLP vizsgalat alkalmaval a legmagasabb diverzitas értékeket a fehér nyarndl a kis-balatoni, a
rezg8 nyar populdciok kézll pedig a villanyi populdcié mutatta. A Nei-féle genetikai tdvolsagok a cpDNS markerek
esetében sem mutattak szoros kapcsolatot a populdciok foldrajzi tavolsagaval. A molekularis genetikai valtozatossag mind-
két markerezési eljaras tekintetében a populacidkon bellli varianciabdl ered.

Kulcsszavak: Leuce nyarak, molekuldris genetikai véltozatossag, Shannon-index, RAPD, cpDNS, Nei-féle genetikai tavolsag

POPULATION GENETIC INVENTORY OF TRANSDANUBIAN LEUCE POPLARS
APPLYING RAPD AND cpDNA MARKERS

Abstract

A population genetic study of native white poplar and european trembling aspen stands was carried out with exhaustive
sampling throughout the Transdanubian region. The main goal was to make a genetic inventory in different regions and to
estimate the genetic diversity within and between the analysed subpopulations. RAPD and chloroplast DNA markers were
used. The RAPD and PCR-RFLP analyses were performed on 267 and 300 samples, respectively. Based on two highly
polymorphic RAPD primers the subpopulation from the Belsd-Somogy region showed the highest diversity in case of both
species. By the results of the applied four copDNA markers the highest diversity level was found in the Kis-Balaton subpopu-
lation of white poplars, and in the Villny subpopulation of trembling aspens. No correlation was found between the geog-
raphic and genetic (Nei's index) distances of the populations analysed by both RAPD and cpDNA markers, respectively.
The genetic variation of both genetic markers was basically derived due to the genetic diversity of populations.
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BEVEZETES

A Leuce szekcidba tartozo fehér nyar (Populus alba L.) és rezgd nyar (Populus tremula L.) fontos kiinduld
fajai az erdészeti névénynemesitésnek. Bar jelenleg a szekcidt csak két fajta (Populus alba L. cv. Villafranca,
Populus alba L. x Populus grandidentata MicHx. cv. Favorit), valamint két fajtajel6lt (Populus alba L. cv.
Homoki, Populus alba L. x Populus grandidentata Michx. cv. Sudarlés) képviseli a hazai erdészeti nyér fajta-
szortimentben, természetes hibridjlk, a sziirke nyar (Populus x canescens SM.) erdészeti jelentésége kima-
gaslé. Az Erdészeti Tudomanyos Intézet kutatéi mar a mult szazad kézepén felismerték a szlirke nyarban rejlé
gazdasagi lehetdségeket, nemesitésbe vondsanak fontossagat, illetve ezzel szoros dsszefliggésben a két
alapfaj genetikai valtozatossaganak megérzésének jelentségét (Koltay és Kopecky 1954).

A genetikai valtozatossag megérzéséhez nélkiildzhetetlen annak legalabb megkézelitd szintli ismerete.
A szekcidba tartozd fajok genetikai valtozatossaganak felmérésében kiilfdldén és hazénkban is folytak kutata-
sok (a kovetkez6kben néhany olyan kutatds ismertetésére keriil sor, amelyeket a sajat kutatdmunkaban is
alkalmazott médszerekkel végeztek). Sanchez és mtsai (2000) Spanyolorszag teriiletén talalhato, kiléinb6z6
foldrajzi eredetl rezgé nyar populacidk genetikai azonositasat végezték RAPD markerekkel. Vizsgalataik
egyrészt nagyfokl azonossagot mutattak ki az egyes populdcidkon beliili egyedmintazatokban, ami nagy-
aranyl sarjeredetre utal a gydijtési teriileteken, masrészt megallapitottak, hogy az észak-spanyolorszagi
Huesca tartomany allomanyai rendelkeznek a legnagyobb genetikai variabilitdssal. Sabatti és mtsai (2001)
Olaszorszég terlletén vizsgaltak fehér nyar populdcidkat szintén RAPD markerekkel. Az Appennineket,
valamint Dél- és Nyugat-Olaszorszagot érintd, 6sszesen 13 él6helyrél szarmazé mintasor elemzésével magas
korrelaciot mutattak ki az egyes populaciok fdldrajzi elhelyezkedése és genetikai mintazata kdzott. Ez felhiv-
ja a figyelmet az erddsitésekben a helyi populdcidkbdl szarmazé szaporitdanyag felhasznalasanak
fontossagara.

A mi kutatémunkank célkit(izéseit — mddszertanaban és a vizsgalt ndvényanyag foldrajzi elhelyezke-
désében is — leginkdbb megkdzelitd munka Lexer és mtsai (2005, 2007) nevéhez fizédik, akik a fehér nyar
és a rezg6 nyar kozotti természetes introgresszid mértékét és iranyat vizsgaltak a Duna volgyében talalhato
természetes populdciokban, SSR és kloroplaszt markerek alkalmazasaval. Vizsgalataikbol kider(lt, hogy a ter-
mészetes hibridizacios zénaban fellelhetd szirke nyar egyedek genetikai mintazata sokkal kdzelebb &ll a fehér
nyar egyedek képezte csoport mintazatdhoz. Tovabbd a nyarak esetében anyai uton 6rékidd kloroplaszt DNS
(cpDNS) elemzésével kimutattak, hogy tulnyomérészt egyirdnyu introgresszié zajlik a fehér nyar és a rezg
nydr kdzott, és a parosodasi rendszerben jellemzden a rezgd nyar a pollenadd faj. A kialakult — morfoldgiailag
és genetikailag is igen diverz — hibrid populacié fennmaradasat, a szerzék véleménye szerint, a folyd menti
éléhelyek valtozatossaga, mozaikossaga is elésegiti.

Ugyancsak Lexer és mtsai (2010) 93 molekularis genetikai marker felhasznalasaval 3 folyd (Duna, Ticino,
Tisza) menti Leuce nyar hibridizacios zéna vizsgalata soran tébbek koz6tt megallapitottak, hogy a fehér nyar
és a rezgd nyar kozott fennalld reproduktiv izolacié joval nagyobb, mint azt korabban feltételezték, ami vél-
hetbleg viragzasbiologiai okokbol fakadd egyféle valogatd parosodasi rendszernek, valamint posztzigotikus
gatlasnak koszonhetd.

Hazankban Bartha Dénes és Bordacs Sandor végzett (ittdr6 jellegli munkat (Bartha és Bordacs 1990) a
szekciéba tartozd fehér nyar genetikai valtozatossaganak felmérésében. Izoenzim (észteraz és peroxidaz)
vizsgalatokkal hat vizsgalt génhely (lokusz) tekintetében magas heterozigéciat allapitottak meg 5 természetes
eredet( fehér nydr populacion beldl. A kutatémunka soran célunk volt ennek a kutatdsnak a kibdvitése pop-
ulaciok és vizsgalati modszerek terén egyarant.

Bartha (1999) behatdan vizsgalta a sziirke nyar létrejéttében szerepet jatszé hibridizacios kdriilményeket.
64 autochton populécié vizsgalata soran megdllapitotta, hogy a rezgé nyar minden esetben korabban kezd
virdgozni, mint a fehér nyar, valamint hogy a homoki ékotdpokban a virdgzas kordbban kezdddik mindkét faj
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esetében. Tovabba kimutatta, hogy a homoki terméhelyeken nagyobb az esély a két faj virdgzasi id6szakanak
atfedésere, mint a lassabban felmelegedd artéri dkotopokban, valamint, hogy a létrejové F,-es sziirke nyar
hibridek nagyobb eséllyel keresztezédnek vissza a fehér nyar szillével. Egy kordbbi vizsgalat soran 21
autochton populacio felmérésével azt is kimutatta, hogy hibrid egyedek nagyobb szamban fordulnak el§
emberi tevékenységgel érintett terméhelyeken (Bartha 1991). Ennek oka, hogy a sziil6fajokkal visszak-
eresztez(Gdott sziirke nyar egyedek nvekedési erélye csdkkent, masrészt a zavartalan tarsuldsokban szabad
niche-ek alig, vagy egyaltalan nem talalhatdk (Bartha 2005).

ANYAG ES MODSZER
Mintagy(ijtés

A mintagy(ijtés alkalmaval célkitlizés volt a két alapfaj dunantdli elterjedési teriiletén a fontosabb taj-
egységek érintése. igy a kutatas kiterjedt az Ormanségra, a Villanyi-hegységre, a Mecsekre, a Zselicre, Kiils6-
és Bels6-Somogyra, a Kis-Balaton kdrnyezetére, a Keszthelyi-hegységre, a Magas-Bakonyra, valamint a
Szigetkdz egy részére. Ezeket a tajegységeket a vizsgalatok soran mintagy(ijtési egységként, populacioként
kezeltik. A terepi munkalatok soran 79 kézséghatarban gy(jtéttink mintat. A munkalatok soran a mintafak fold-
rajzi helyzetét GPS koordinatakkal rogzitettik, taxondmiai besoroldsukat dokumentaltuk, valamint a tovabbi
vizsgalatokhoz réluk herbariumi anyagot és levélmintat gy(jtottink. A kutatas keretében tébb fontos populé-
ciéban nem volt médunk mintat gydijteni (tébbek kozétt a Kozép- és Alsd-Duna menti fehér nydr, nyugat-
dunantli rezg6 nyar populdciékban, valamint a Hansagban), ugyanakkor tavlati célunk, hogy kutatasi ered-
ményeinket kiegészitsik az ezekbdl a populdcidkbol szarmazd mintakkal.

Munkank soran olyan allomanyokat, Ut menti facsoportokat mintaztunk, amelyek bizonyitottan vagy nagy
valészinliség szerint természetes eredetliek, azaz genetikai allomanyuk jél reprezentdlja a tajegységre
jellemz8 genetikai mintazatot. A kijelolt fak kozépidds, id8s egyedek voltak. Ennek oka egyrészt a vissza-
kereshet@ség volt, masrészt az a feltételezés, hogy ezek az egyedek mar évtizedek Ota részt vesznek a
génaramlasi folyamatokban (pollen vagy termés Utjan), igy forrasai a helyi 6kologiai feltételekhez valé adap-
tacionak.

A vélasztott metodika szerint egy erddrészletbdl vagy nagyobb facsoportbdl legfeljebb harom egyedet
mintaztunk, részben azért, hogy minél nagyobb tertiletet fedjink le a mintavételezéssel, részben azért, hogy
elkertilhetd legyen a nagy teriilet( sarjcsoportok tdbbszéri mintazasa, ami torzitotta volna a genetikai vizsgala-
tok eredményeit.

A mintazott fakrél herbariumi ndvényanyagot is gy(jtéttiink, amelyek a késébbi visszaellendrzésekre is
alkalmasak lehetnek.

A vizsgalt egyedek szamat és taxondmiai besoroldsukat az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat: A molekuldris genetikai vizsgalatba vont egyedek szama fafajonként
Table 1: The number of samples by species used for the molecular genetic analyses

Fafaj RAPD PCR-RFLP
Populus alba 148 159
Populus tremula 19 141
Minddsszesen 267 300
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A RAPD és a PCR-RFLP analizist déntéen ugyanazon egyedeken végeztiik el (a cpDNS vizsgalatba
valamivel tdbb somogyi egyedet vontunk be, a mintaszamok kilénbsége ezzel magyarazhato).

Molekularis genetikai vizsgalatok

DNS-extrakcio

A DNS-t kézvetlendl friss vagy fagyasztva tarolt levélszévetbdl vontuk ki, a QIAGEN cég Dneasy Plant Mini
Kit-jének felhasznalasaval. A tébb lépésben végrehaijtott kivonds eredménye mintegy 200 pl nagy tisztasagu,
koncentralt DNS-oldat lett, amely alkalmas volt a genetikai vizsgalatok elvégzéséhez.

A DNS-oldatokbdl 50 pl-nyi mennyiséget -80 °C-on tovabbtaroltunk, igy a legydijtétt egyedek genetikai
allomanya fagyasztott, felhasznalasra kdzvetleniil alkalmas DNS-kivonatban is megdrzdik a herbariumban
szobahémérsékleten tarolt levéimintak mellett.

RAPD markerek

A RAPD markertechnika (Random Amplified Polymorphic DNA) a PCR (polimeraz lancreakcio,
Polymerase Chain Reaction) alapli modszerek legegyszer(ibb véltozata. Ezen modszerrel a nvényi genom-
ban véletlenszeri DNS-szakaszok szaporithatok fel (amplifikalhatok) (Hajésné Novak 1999). A reakciohoz tet-
sz8leges szekvenciasorrend(i, 8-10 bdazispar hosszusagu oligonukleotidokat (primereket) alkalmaznak.
Amddszer nagy elénye, hogy olcson és egyszeren kivitelezhetd. A mddszer leirasa tdbb szakkényvben is fel-
lelhet§ (Hajosné Novak 1999, Bisztray 2001, Bordacs 2002).

A vizsgalatok soran 20 OPERON (Eurofins MWG Operon, http://www.operon.com/) primer tesztelése
tértént meg, melyek kozlil 5 mutatott igéretes polimorfizmust (OPA1, OPD5, OPE9, OPK8, OPK16), kéz(lik
kett6 alkalmasnak bizonyult a két faj genomjanak elkiildnitésére (OPD5 és OPK8-as primerek). Az értékelés
soran csak az 500 és 2000 bazispar kdzétti fragmentumokat elemeztiik. Az egyedek RAPD profiljanak felal-
litasahoz Gsszesen 41 fragmentum jelenlétét vagy hianyat irtuk le bindris kodolassal. 20 marker az OPD5
primer, mig 21 marker az OPK8 primerrel végzett amplifikaciébdl szarmazott.

Apolimeraz lancreakciéhoz (PCR) Eppendorf Mastercycler Gradient késziiléket alkalmaztunk a kdvetkezd
programozassal: kezd§ denaturdcié 95 °C-on 15 percig; denaturacié 95 °C-on 1 percig; bek6tédés 38 °C-on
1 percig; lanchosszabbitas 72 °C-on 2 percig; a ciklus ismétlése (2-3-4-es 1€pés) 39-szer; végso lanchosszab-
bitas 72 °C-on 10 percig; tarolas 4 °C-on megszakitasig. A reakcioelegy ésszedllitdsahoz Promega GoTaq
Flexi polimerazt hasznaltunk a kdvetkezG recepturat kdvetve: 5-10 pg DNS, 1x-es mennyiség puffer, 1,5 mM-os
MgCl,, 0,1 rész 4 uM-os primer, 0,01 rész egyenkent 10mM-os dNTP mix, 0,75 unit polimeraz enzim. A frag-
mentumok elvalasztdsa agaréz gélelektroforézis alkalmazasaval tortént, a kdvetkezd paraméterekkel: 1,75%-0s
gélen, 120 V feszliltségen 3 6ran at futtatva, 5000-100 bazispar tartomanyl méretstandarddal. A mintazatot
UV fénnyel atvilagitva digitalisan fotdztuk.

Afuttatas eredményeként kapott genotipus-mintazat kiértékelése Kodak 1D elemz§ szoftver segitségével
tortént. A binarisan kodolt egyedmintazatok elemzéséhez GenAlEx 6.4 (Peakall és Smouse 2006) szoftvert
hasznaltunk. A szoftver segitségével megallapithatd volt az egyes populacidk genetikai valtozatossaga,
egymashoz viszonyitott genetikai tavolsaga. Az elemzés soran nyert genetikai tavolsdgmatrixbdl a Statistica
6.0 (StatSoft. Inc. 2001) szoftver segitségével dendrogram késziilt, mely grafikusan dbrazolja az egyes popu-
laciok egymashoz viszonyitott genetikai tdvolsagat.
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PCR-RFLP mddszer

A sejtmagi DNS mellett a kloroplaszt DNS vizsgalata is célja volt a kutatasnak. A kloroplaszt markerek uni-
parentalis 6rokl6désik és ,univerzalitdsuk” révén kilondsen alkalmasak egy faj llomanyainak leszarmazas-
tani, vagy akar kdzeli rokon fajok filogenetikai vizsgalataira (Heinze 2007). Kiiléndsen igaz ez a maternalisan
6rokl6dd plasztisz genomra, mivel a maggal térténd géndramlds altaldban viszonylag korlatozott, és igy helyi
mintazatok fennmaradasa is lehetséges (Matyas 2002a). A cpDNS elemzése PCR-RFLP vizsgalattal tortént.
A mddszer egy kloroplaszt specifikus primerparokkal végzett PCR reakcién alapszik. A PCR reakciét kévetden
a felszaporitott célszekvencidkat restrikcios endonukledzokkal hasitottuk. Az igy létrehozott fragmentumok
(szekvencidk) a szakirodalom alapjan (Lexer és mtsai 2005) alkalmasak az alapfajok elklénitésére, valamint
a fajon bellli valtozatossag vizsgalatara. A vizsgalatok soran 4 primerpar-restrikciés endonukledz kombinéciot
alkalmaztunk. Az emésztést kdvetd fragmentelvalasztas utan a gélfotdk elemzése, valamint a fragment-
mintazatok értékelése a RAPD vizsgalat esetében ismertetettel azonos metddus szerint tortént.

A kutatashoz a markerek kivalasztasa az aldbbi kloroplaszt adatbazisbdl tortént Lexer és mtsai (2005)
nyoman: www.bfw.ac.at_PRIM.html. Az alkalmazott cpPrimer és restrikcios enzim (New England Biolabs Inc.)
kombindciokat a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat: PCR-RFLP vizsgalatokhoz hasznalt primer — endonukleaz kombindciok
Table 2: Primer — restriction endonuclease combinations used for the PCR-RFLP analyses

cpPrimer Restrikcios endonukleaz WA fragn(il::;umok B Vizsgalt fragmentumok szama
Rpl16ex1f + rps3r2 Hha | + Eco RI 280 2
Rpl16R1516 + rpl16F71R Eco RI 310-380 5
Rps3f2 + ccmp10R Hha |l + Ssp | 205-320 5
ccmp10R + trnHM Msp | 285-385 7

A primerek, valamint a PCR protokoll kivalasztasa Grivet és mtsai (2001) munkaja, valamint a
http:/bfw.ac.at/200/1859.html adatbazis alapjan tortént. Az elektroforetikus mintazat megjelenitését és doku-
mentalasat a RAPD vizsgalatokndl ismertetett médon végeztik.

EREDMENYEK ES MEGVITATASUK
RAPD vizsgalatok

Az egyes populaciokra jellemz8, RAPD vizsgalatok sordn nyert diverzitas értékeket a 3. tablazat tartalmaz-
za. A populdcidk genetikai diverzitdsanak, ezaltal alkalmazkodd-képességének értékelése a megfigyelt allél-
szam és az allélgyakorisagok alapjan szamitott Shannon-index (Shannon’s Information index, Allaby 2004)
alapjan tortént.
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3. tablazat: RAPD elemzés soran szamitott genetikai diverzitds értékek
Table 3: Genetic diversity indices derived from the RAPD analyses

Populacio Egyedszam Iék::zac?:ksénti Effektiv allélszam | Shannon-index Heterozigocia
allélszam
FhBs 15 1,098 1,235 0,234 0,149
FhDr 30 1,610 1,161 0,212 0,120
FhKe 10 0,976 1,202 0,202 0,127
FhSz 18 0,976 1,189 0,192 0,121
FhMe 12 0,878 1,158 0,176 0,108
FhZs 14 0,976 1,148 0,174 0,104
FhMo 15 0,951 1,129 0,155 0,091
FhBk 16 0,756 1,101 0,124 0,073
FhKs 1 0,683 1,106 0,122 0,073
FhKb 7 0,659 1,104 0,118 0,071
ReBs 14 1,415 1,294 0,284 0,180
ReVi 6 0,976 1,215 0,212 0,134
ReZs 16 1,244 1,182 0,206 0,123
ReKe 15 1,073 1,168 0,180 0,109
ReMe 27 1,195 1,156 0,175 0,104
ReKs 1 0,951 1,158 0,168 0,103
ReBk 18 1,122 1,138 0,161 0,094
ReDr 12 0,829 1,137 0,147 0,090

Jelmagyarazat: Fh — fehér nyar, Re — rezg6 nyar; Bk — Magas-Bakony, Bs — Bels6-Somogy, Dr — Drava mente, Kb — Kis-Balaton, Ke —
Keszthelyi-hegység, Ks — Kiils6-Somogy, Me — Mecsek, Mo — Mohécsi-sik, Sz — Szigetkdz, Vi — Villanyi-hegység, Zs — Zseli)

Key: Fh —white poplars, Re —trembling aspens; Regions: Bk — Magas-Bakony, Bs — Bels6-Somogy, Dr — Drava mente , Kb — Kis-Balaton,
Ke - Keszthelyi-hegység, Ks - Kiils6-Somogy, Me — Mecsek, Mo — Mohécsi-sik, Sz — Szigetkdz, Vi — Villanyi-hegység, Zs — Zselic

Atablazatban a populaciék a Shannon-index értékeik alapjan fafajonként rangsorolva lathatdk, azaz a leg-
magasabb értékekkel bird, tehat legvaltozatosabb populdcidk kerlltek a rangsorban el6re, mig a legkisebb
valtozatossagot mutatok a sor végére. A tablazat alapjan jél lathatd, hogy a legmagasabb genetikai val-
tozatossagot a belsd-somogyi rezgd nyar és fehér nyar allomanyok, mig a legalacsonyabbat a kis-balatoni
fehér nyar allomanyok mutattak. Utdbbi esetében az alacsony diverzitas érték feltehetbleg a kis mintaszam-
mal is Gsszefiigg. A teljes fajra szamitott heterozigocia (H,) a fehér nyar esetén 0,104, a rezgd nyar esetén
0,117 értéket ért el, ami lombos fak tekintetében alacsonynak mondhato.

Az egyes populacidk Nei-féle genetikai tavolsaga alapjan szerkesztett dendrogram az 1. abran lathatd.
A Klaszterek kialakitasa a Statistica 6.0 szoftver Complete linkage mddszerével tortént, amely az egymastdl
legtavolabbi genotipusok 6sszevetésén alapszik (Podani 1997). A dendrogram alapjan megallapithat, hogy a
RAPD vizsgalatok sordn alkalmazott két primer (OPD5, OPK8) alkalmas a két alapfaj egyedeinek
elkildnitésére. Ezt mutatja, hogy a rezgd nyar és fehér nyar populdciodk jelentds kapcsolddasi tavolsaggal
kilén agra kerltek. Az egyes populaciok genetikai tavolsdga a vartndl nagyobb eltéréseket mutat. Azt a
feltételezést, mely szerint az egyes fajok féldrajzilag egymashoz kdzelebb elhelyezkedd populécidi nagyobb
rokonsagi fokot mutatnak, a RAPD vizsgalatokkal nem sikerllt igazolni. Feltiing ugyanakkor, hogy a bakonyi
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és Drava menti, valamint a keszthelyi és mecseki fehér nydr és rezgd nyar allomanyok konzekvensen kozeli
rokonsagot mutatnak. Az egyes populaciok genetikai tavolsaganak sszetettebb vizsgalatdhoz djabb primerek
bevonasat 1atjuk sziikségesnek.

RAPD vizsgalatok alapjan szerkesztett dendrogram

Complete Linkage
Fh - Bakony
Fh - Drava-mente 2—,7
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1. dbra: RAPD vizsgalatok alapjan Complete linkage eljdrassal szerkesztett dendrogram (Statistica 6.0)
Figure 1: Genetic dendrogram based on the results of the RAPD analyses constructed by the Complete linkage method (Statistica 6.0)

A GenAlIEx 6.4 program segitségével a genetikai tvolsagmatrix alapjan AMOVA vizsgalatot is végeztlink
fajonként, a molekularis variancia mértékének, valamint annak populdciok kézétti és az egyes populéciokon
bellili megoszlasanak meghatdrozasa céljabdl. Az elemzés eredményeképpen megdllapithaté, hogy a
genetikai variabilitas f6 forrasa a populéciokon belili variabilitas (a fehér nyar esetében 91%, a rezgd nyarak
esetében 83%), mig a teljes variabilitdshoz a populaciok kézétti valtozatossag kisebb mértékben (9, illetve
17%-0s aranyban) jarul hozza. A populaciok kozétti differencidltsdg mértéke adott terileten kapcsolatba
hozhat6 az adott faj elterjedési mintazataval. Az egybefliggé vagy kevésbé tagolt elterjedési terlilettel ren-
delkezd fajok populacidinak differencidltsdga alacsonyabb, mig a tagolt, széttoredezd elterjedési struktira
magasabb populdcidk kdzotti differencialtsaghoz vezet (Matyas 2002b). A vizsgalat soran kapott eredmények
ennek megfelel6en alakultak, hiszen a Dunantdlon a vizsgalatba vont két faj kdzil a fehér nyar rendelkezik
dsszefiiggébb elterjedési tertlettel, a rezgd nyar elterjedési terllete joval tagoltabb.

PCR-RFLP vizsgalatok

APCR-RFLP vizsgalatok sordn nyert diverzitas értékeket a 4. tablazat tartaimazza. A tablazatban az egyes
populécidkat fajonként a Shannon-index értékeik alapjan rangsoroltuk.
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4. tablazat: coDNS markerek alapjan szamitott genetikai diverzitas értékek (Genalex 6.4)
Table 4: Genetic diversity indices derived from the PCR-RFLP analyses (Genalex 6.4)
Populacio Egyedszam Iékt?:zaf::énti allslfe'frs I;ta“rln Shannon-index hgn;;g:}gﬁgk gé:daisle(:iz(:tés
allélszam szama
FhKb 7 2,250 2,163 0,608 4 0,347
FhBs 15 2,500 1,979 0,580 7 0,320
FhZs 14 2,250 1,929 0,556 4 0,311
FhDr 31 2,500 1,703 0,544 8 0,291
FhBk 16 2,000 1,826 0,510 4 0,309
FhKe 12 2,250 1,701 0,490 4 0,271
FhSz 18 2,250 1,677 0,486 6 0,284
FhKs 19 2,250 1,659 0,477 7 0,258
FhMe 12 2,000 1,683 0,450 4 0,264
FhMo 15 1,500 1,235 0,250 2 0,160
ReVi 14 1,750 1,574 0,376 5 0,227
ReBk 18 2,000 1,560 0,334 5 0,173
ReMe 27 2,000 1,428 0,333 4 0,188
ReKs 23 2,000 1,399 0,318 5 0,171
ReKe 16 1,500 1,392 0,312 4 0,217
ReDr 12 1,500 1,417 0,257 3 0,156
ReBs 16 1,500 1,171 0,184 3 0,102
ReZs 15 1,250 1,200 0,159 2 0,111

Afehér nyérak esetében a belsd-somogyi allomanyok a RAPD vizsgalatokhoz hasonléan magas diverzitas
értéket mutattak. Ugyanakkor a sejtmagi DNS elemzésének eredményeivel ellentétben, ahol alacsony
Shannon-index érték jellemezte, a kis-balatoni populdcié ezen diverzitds tekintetében a legnagyobb értéket
érte el. Megjegyzendd, hogy a kis-balatoni populdcié a magas diverzitas értékeket alacsony egyedszam mel-
lett adta, ami természetesen torzithatja a valos genetikai sokféleséget, ezért a kés@bbi vizsgalatok soran emelt
mintaszam bevondsa szlkséges e populacid esetében. Legkevésbé valtozatosnak a mohdcsi allomanyok
bizonyultak, ami feltételezhetéen emberi hatasnak kdszénhetd (a mintagydijtés egyedil a Mohacsi-sikon érin-
tett (ltetett allomanyokat is). A RAPD vizsgalatok soran kapott diverzitas sorrend a rezgé nyar populaciok
esetében is megvaltozott a PCR-RFLP vizsgalat eredményei alapjan. A legnagyobb Shannon-index értékek a
villanyi, bakonyi és a mecseki allomanyokat jellemezték, mig a legkevéshé diverznek a Drava menti, bels-
somogyi és zselici allomanyok bizonyultak. Ugyanakkor megallapithaté, hogy a rezg8 nyar populéciok joval
kisebb valtozatossagot mutattak a fehér nyar populdcidkhoz képest.

Az egyes populdciok Nei-féle genetikai tavolsaga alapjan szerkesztett dendrogram a 2. abran lathato.

A kloroplaszt-DNS vizsgélata alapjan megallapithaté, hogy a médszer szintén alkalmas az alapfajok
elkulonitésére. A két csoport genetikai tavolsaga ugyanakkor a RAPD vizsgalatok alapjan megallapitotthoz
képest joval nagyobb.

Jellemzden a fehér nydrak esetében a féldrajzilag egymashoz kdzel fekvé populdcidk a dendrogram
alapjan nem mutatnak szorosabb rokonsagot. A rezgd nyarak esetében is csak részben érvényesiil a genetikai
és a foldrajzi tavolsag kozotti 6sszefliggés. Kiemelhetd e faj esetében is a bels6-somogyi és a zselici popula-
ciok kisebb genetikai tavolsaga.
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PCR-RFLP vizsgilatok alapjin szerkesztett dendrogram
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2. &bra: PCR-RFLP vizsgalatok alapjan Complete linkage eljdrassal szerkesztett dendrogram
Figure 2: Genetic dendrogram based on the results of the PCR-RFLP analyses constructed by the Complete linkage method

AMOVA szamitassal megvizsgaltuk a kloroplaszt-DNS haplotipusokon alapulé molekularis variancia
mértékét fajonként, valamint annak megoszlasat a populdciokon belil, illetve azok kozétt. A kapott ered-
mények nagyfoku hasonldsagot mutatnak a RAPD vizsgélat alapjan szamolt AMOVA értékekkel. A molekularis
variancia mértéke alapvetden a populdciokon bellli diverzitdsra vezethetd vissza (fehér nyar esetében 97%,
rezg nyar esetében pedig 85%-ban), mig a teljes valtozatossag kialakitasaban a populdciék kozétti variancia
kisebb szerepet jatszik (3 és15%). A két alapfaj tekintetében a sorrend azonos, azaz a fehér nyar mutat ala-
csonyabb populdcidk kozdtti differencidltsagot, ami, mint azt a RAPD vizsgdlat esetében ismertetettiik, a
Dunantulon a fajra jellemzd egységesebb elterjedéssel, tagolatlanabb aredval magyarazhato.

OSSZEFOGLALAS

Vizsgalataink soran modern molekularis genetikai mddszerekkel felmértiik a fehér nyar és a rezgé nyar
fontosabb dundntdli populéciéjdnak genetikai véltozatossagét. Osszességében megallapitottuk, hogy a vizs-
gélt populécidk tekintetében a somogyi allomanyok diverzitas értékei kimagasléak (a populaciokat az allél-
szam és az allélfrekvencia értékeket figyelembe vevé Shannon-index alapjan rangsoroltuk). A RAPD vizsgéla-
tok soran tesztelt primerek kdzul kettd esetében mutattunk ki fajspecifikus alléleket, azaz olyanokat, melyek
csak az egyik fajra jellemz8ek. A két molekuldris genetikai modszer vizsgalati eredményei alapjan szerkesztett
dendrogramok elemzése sordn nem sikerlilt szorosabb kapcsolatot kimutatnunk az egyes populdciok
genetikai és foldrajzi tavolsaga kézétt, ami Ujabb molekuldris markerek, valamint egyes populdciok terén djabb
egyedek vizsgalatba vonasanak fontossagara hivja fel a figyelmet. A RAPD és a cpDNS vizsgalat soran is
feltart molekuldris variancia elemzése soran megallapitottuk, hogy a teljes variancia kialakitasaban donté
mértékben a populdcidkon bellli diverzitas vesz részt, a populdciok kozotti diverzitas aranya jéval kisebb.
Tovabba a fehér nyar esetében a populaciokon belili variancia mindkét vizsgalat esetében magasabb értéket
mutatott a rezg nyaréhoz képest, ami a két faj dunantuli elterjedési mintazataval magyarazhaté. Vizsgalatain-
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kat a tovabbiakban szeretnénk Ujabb populédcidk bevondsaval béviteni, igy lehetéségeinkhez mérten minél
szélesebb képet alkothatunk e két nagyon értékes faj hazai populdcidinak genetikai valtozatossagardl; az
eredmények az erdészeti és természetvédelmi gyakorlat szamara is fontos informacikkal szolgalhatnak.
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Idés fehér nyar

A dél-eurdzsiai elterjedés fehér nyar mindamellett, hogy a hazai sikvidéki természe-
tes erd6tarsulasok gyakori fafaja, egyben az alféldi tajkép egyik meghataroz6 eleme
is. Erdészeti jelentésége elsésorban a szérazabb terméhelyek hasznositasaban van.
Genetikai dllomanyanak megdrzése ezért erdészeti és természetvédelmi szempont-
bél egyarant kiemelten fontos.
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