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Osszegzés

A Leuce szekcidba tartozo hazai nyarak dunantuli természetes eredet(i allomdanyainak
populaciégenetikai vizsgalata

Dunantuli természetes eredetl populacidkbodl szarmazd fehér nyar és rezgd nyar
egyedek molekularis genetikai vizsgalatat végeztem el az egyes populaciok genetikai
diverzitasanak felmérése céljabol. A vizsgalatokba bevont egyedek terepi meghatarozasat a
mintafak levélalakjat elliptikus Fourier leirok hasznalatan alapuld alakelemz6 szoftver
segitségével, valamint 6 SSR markerrel végzett molekularis genetikai vizsgalattal
ellenériztem. A két mddszer altal egylittesen besorolt egyedek populacidgenetikai vizsgalatat
a mar emlitett mikroszatellit analizis mellett két primeren alapulé RAPD markerezéssel,
valamint az egyedek kloroplaszt DNS-énk valtozatossagat feltar6 PCR-RFLP moddszerrel is
elvégeztem. Utdbbi vizsgalat lehet6séget biztositott a fajok filogenetikai vizsgdlatara is. Az
SSR analizis soran a legmagasabb genetikai vdltozatossagot a bels6-somogyi, a zselici és a
szigetkozi fehér nyar, valamint a bakonyi, a zselici és a bels6-somogyi rezgé nyar populaciok
mutattak, mig a RAPD analizis soran a fehér nyar esetében a belsG-somogyi, a dradvamenti és
zselici, a rezg6 nyar tekintetében pedig a bels6-somogyi, a villanyi-hegységi, a zselici és a
mecseki populacidk bizonyultak a legdiverzebbnek. A Nei-féle genetikai tdvolsag alapjan
szerkesztett dendrogrammal nem sikeriilt kapcsolatot kimutatnom az egyes populacidk
foldrajzi és genetikai tavolsaga kozott. A PCR-RFLP vizsgdlat soran kimutatott haplotipus
adatok és diverzitas értékek alapjan a fehér nyarak kozott a szigetkozi, a zselici, a keszthelyi-
hegységi és a dravamenti, a rezg6 nyarak kozott a bakonyi és a villanyi-hegységi populdciok
mutattak a legnagyobb genetikai diverzitast. Az egyes haplotipusok leszarmazasi viszonyait
kifejez6 Median-joining haldzat, valamint a vizsgalt populacidk haplotipus diverzitds értékei a
két faj esetében a Dunantult érint6 posztglacidlis rekolonizaciéjuk kapcsan eltéré
filogenetikai utat valdszinlsitenek. A morfolégiai és genetikai vizsgalatok sordn azonositott
hibrid szlirke nyar egyedek introgresszié vizsgdlata soran nagyobb aranyban azonositottam
fehér nyar szil6vel visszakeresztez6dott egyedeket, ami aldtamasztja azt a kordbbi
megfigyelést, mely szerint az ezirdnyu visszakeresztez6dés lehet6sége nagyobb a rezgs nyar
iranyabdl vald introgresszional.
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Summary

Genetic investigation on natural populations of native Leuce poplar species in the
Transdanubian region

Molecular genetic investigation of white poplar and aspen trees was carried out in order
to survey the genetic variation of their transdanubian populations. Species identification was
controlled on the one hand by leaf shape analysis using a shape analysing software based on
elliptic Fourier descriptors and on the other hand by microsatellite analysis using 6
polimorphic markers. The genetic analysis was carried out applying SSR, RAPD and PCR-RFLP
techniques in the case of the individuals that showed the same taxonomic origin based on
the two identification methods. The latter molecular method offered an appropriate way for
phylogenetic investigation of the populations of both species. The following populations
showed the highest genetic variation according to the SSR analysis: Bels6-Somogy, Zselic,
Szigetkoz in the case of white poplar, and Bakony, Zselic, Bels6-Somogy in the case of aspen.
High genetic diversity were found using polimorphic RAPD markers in the white poplar
populations of Bels6-Somogy, Villanyi-hegység and Zselic, while in the Bels6-Somogy,
Villanyi-hegység, Zselic and Mecsek populations in the case of aspen. The dendrogram
constructed by the Nei’s genetic distance did not show clear connection between the
geopraphic and genetic distances of the populations. High level of genetic diversity were
reveald based on haplotype distribution and diversity indices derived from PCR-RFLP analysis
in the white poplar populations of Szigetkodz, Zselic, Keszthelyi-hegység and Dravamenti-
siksag, as well as in the aspen populations of Bakony and Villanyi-hegység. The structure of
the Median-joining network expressing the genealogical relationship of the haplotypes
jointly with the haplotype diversity values of the populations refer to different probable
phylogenetic ways in the case of the two poplar species during their postglacial
recolonization in Transdanubia. Among the grey poplar trees identified by the morphologic
and genetic investigations individuals backcrossed by a white poplar parent tree were found
in higher proportion. This result supports the former observation, that the probability of
backcrossing between hybrids and white poplar is higher, than between hybrids and aspen.
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1. Bevezetés és témamegjeldlés

A Leuce szekciéba tartozé hazai nydraink, f6- vagy elegyfafajként, rendkiviil értékes

tagjai szdmos hazai természetes erd6tarsulasnak. Ezen tarsuldsok, ezaltal a fafajok védelme
ugyanakkor nemcsak természetvédelmi szempontbdl fontos, hiszen a fafajok, kiilonosen a
fehér nyar és a hibrid szirke nydr, az erdészeti nemesités szdmara is kiemelt jelentéséggel
birnak. A nemesitési tevékenység és a nemesités targyat képez6 fafaj morfoldgiai, fenoldgiai
tulajdonsagainak, genetikai hatterének megismerése egymastdl nem elvalaszthatd
tevékenységek, mint ahogyan azt nagy erdészeti nemesité el6djeink is megfogalmaztdk:
»Minden névény, igy természetesen az erdei fdk nemesitésének is elengedhetetlen
eldfeltétele, kiinduldsi alapja a nemesitendd névény, illetve fafaj részletes és pontos ismerete.
Fokozottan vonatkozik ez a nydrakra, amelyek kétlakisaguk miatt természetes uton is
annyira keresztezddnek egymdssal, hogy a fajtisztasdg felismerése még szakavatott szem
szamadra is igen nehéz feladat.” (Koltay et Kopecky, 1954).
Ezért vdlasztottam disszertdciom témajaul a Leuce szekcidba tartozd hazai 6shonos nyaraink
(fehér nyar és rezgd nyar) dunantuli természetes eredetl populacidinak genetikai célu
kutatasat. A kutatdsom célkitlizése elsGsorban az egyes fafajok populacién belili és
populacidk kozotti genetikai diverzitasanak felmérése, valamint a hibrid sziirke nyar egyedek
vizsgdlata altal a két faj kozotti genetikai introgresszio felmérése volt. A vizsgdlatokkal a
kovetkez6 kérdéseket terveztem megvalaszolni:

e Az elliptikus Fourier leirékon alapulé levélalak elemzés alkalmas-e a fehér nyar és a

rezgl nyar egyedek elkiilonitésére, valamint a hibrid alakok azonositasara?

e Mely poplulaciék rendelkeznek a két faj esetében a legmagasabb genetikai

diverzitassal?

e Milyen mértékl a két faj dunantuli dllomanyainak populacién beliili és populacidk

kozotti genetikai differencidltsaga?

e Milyen filogenetikai kapcsolat all fenn az egyes fajok dunantuli populdcidi kozott?

e Milyen mérték( szil6 fajok feloli introgresszido figyelheté meg a természetben

el6forduld sziirke nyar egyedek korében?

A vizsgalatokat, kutatdsi tématervem alapjan, a kovetkez6 metodika szerint terveztem
elvégezni:

e A természetes eredetli allomanyokban gyljtott egyedek levélalak elemzése
fajmeghatarozas céljabdl, elliptikus Fourier leirék haszndlatan alapuld levélalak
elemzé szoftver segitségével,

e Kloroplaszt DNS vizsgalata egy PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restriction
Fragment Lenght Polimorphism) eljarassal, az anyai Uton 6rokl6d6 haploid genom
altal nyomon kovethet6 genetikai variabilitds megismerése céljabdl,

e RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA) mddszert a sejtmagi DNS vizsgdlatara,
olyan markerek keresése érdekében, melyek laboratdriumi koriilmények kozott
egzakt mdédon lehetGvé teszik az egyes fajok, hibridek elkilonitését.

e SSCP (Single-strand Comformation Polimorphism) médszer, szintén a genetikai
variabilitas, illetve a hibridek genetikai jellemz&inek megismerése céljabdl (ez utdbbi
madszert a kés6bbiekben mikroszatellit elemzéssel valtottam ki, melyet a genetikai
diverzitas vizsgalatok mellett az egyedbesorolashoz is alkalmaztam).
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2. Szakirodalmi attekintés

2.1. Levélmorfolodgiai vizsgalatok

2.1.1. Mérfoldkovek a Leuce nydrak hazai morfoldgiai kutatdsaban

Ahogy az a bevezetés és témamegjel6lés cim( fejezetben ismertetésre keriilt, kutatasi
célkitlizésem szerint a mintazasra keril6 egyedek faji besorolasat elliptikus Fourier
modszeren alapuld levél-morfometriai eljarassal terveztem elvégezni. Bar kutatdsomat
kés6bb egy, a fajazonositdst lehetévé tevé molekularis genetikai moddszerrel (SSR) is
kiegészitettem, a levél-morfometriai vizsgalatok elvégzését tovabbra is fontosnak tartottam.

Bar a nyarak levélmorfoldgiai vizsgdlatainak szakirodalmi attekintésében — tekintettel az
altalam valasztott vizsgalati moddszerre — a hangsulyt a morfometriai vizsgdlatok
bemutatasara helyezem, a magyarorszagi, elsGsorban taxondmiai célu Leuce nyar
kutatasokban elért eredmények kapcsan fontosnak tartom kiemelni dr. Gombocz Endre és
dr. Bartha Dénes munkassagat.

Gombocz, bar munkdssadganak korai szakaszan azon véleményt osztotta, mely szerint a
fehér nyar (Populus alba L) és a rezg6 nyar (Populus tremula L.) egymassal nem
hibridizalédik, és a koztes morfoldgiai bélyegeket mutatd egyedek a fehér nyar alakkorébe
tartoznak, keresztezési kisérletekkel igazolta a hibridizacido lehetGségét (bar kisérleti
eredményei alapjan csak a Populus alba L. x P. tremula L. keresztez6dési irdnyt tartotta
lehetségesnek, valamint a hibrid egyedek sterilitdsat is valdszin(inek tartotta; Gombocz
1926). Terepi megfigyelései alapjan részletes levélmorfolégiai és levélanatomiai leirast is
kozolt az F1-es hibrid sziirke nyarakat (P. x canescens SM.) illet6en (Gombocz 1928).

Taxondmiai kutatdsaiban Bartha Dénes behatdéan vizsgalta a fehér és a rezgd nyar,
valamint az Fi-es szilirke nyar utédnemzedék és a sziil6fajok kozotti introgresszidt. 4
természetes eredetl fehér nyar populacid introgresszaltsagat értékelte, populaciénként 40-
40 egyed alapjan, melyeket 8 morfoldgiai bélyeg (koztiik 4 levélmorfoldgiai jelleg) alapjan
feldllitott, 0-t6l 24-ig terjedd hibridindex skala szerint osztdlyozott (Bartha, 2005). Vizsgalatai
soran megallapitotta, hogy a szdraz homoki term&helyeken nagyobb szamban fordultak el6
hibrid egyedek, mig az artéri term&helyeken allé populacidkat gyenge introgresszaltsag, azaz
igen kisszdmu hibrid egyed jelenléte jellemezte. Az alkalmazott hibridindex értékek
alkalmasak bizonyultak az Fi-es sziirke nyar egyedek visszakeresztez6désének értékelésére
is. A kapott értékek szerint a sziirke nyar jellemzéen a fehér nyarral keresztez6dik vissza.
Ugyancsak 21 természetes eredetl fehér nyar populdcidt 8 morfoldgiai bélyeg értékelésén
alapuld, 0-tél 16-ig terjed6 hibridindex skalaval jellemezve Bartha tobbek kozott
megallapitotta, hogy introgresszalt populacidok elsGsorban az emberi behatdssal érintett
term6helyeken fordulnak el6 (ezek altaldban a homoki termdéhelyek), valamint, hogy a
hibridizaciés zénakban a visszakeresztez6dések a fehér nyar jellegl sziirke nyarak
létrejottének kedveznek, melynek az oka a fehér nyar rezgé nyarhoz viszonyitott kés6bbi
virdgzdsaban keresendd (Bartha, 1991b).

2.1.2. Levélmorfoldgiaval kapcsolatos kutatasok nyarakon

A nydrak levélmorfoldgai elemzésével szamos nemzetkozi publikdcié foglalkozik. Ezen
kutatasok célja ugyanakkor csak részben taxondmiai indittatasu, szdmos kozilik egyéb,
elsGsorban genetikai vizsgalatok eredményeinek értékeléséhez végzett referenciamérésekre
és azok értelmezésére szoritkozik.

10
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Bar vizsgdlataikat mds tipusu levélmorfoldgiai paraméterekre alapoztak, Rood és
munkatdrsai altal végzett kutatds, elsGsorban célja és valasztott kiértékelési mddszere
alapjan, nagy hasonlésagot mutat az altalam végzettel. Kanada Alberta és Brit-Kolumbia
allamaiban 0Osszesen 10 folyé mentén gydjtottek 3 fajhoz (Populus deltoides MARSH., P.
angustifolia JAMES, P. balsamifera L.) és azok hibridjeihez tartozé 6sszesen 56 természetes
eredetl nydregyedrdl szardugvanyokat. A levélmorfoldgiai vizsgalatokba a szardugvanyokbol
nevelt két éves gydkeres dugvanyok hosszuhajtdsainak kora 6szi kifejlett leveleit vontdk be.
A leveleken a kovetkez6 8 paramétert mérték: levéllemez hossza, maximalis szélessége, a
levéllemez maximalis szélességének sikja és a levélnyél kdzotti tavolsag, levélnyél hossza, a
levél fGerének a levél szélével bezart szoge a levélcsucson, levélfogak szdma egy 3 cm-es
levélszél-szakaszon, maximalis levélfog magassag, levélfelilet. A mérési eredményeket a
klonok kozotti variabilitas feltarasa végett varianciaanalizisnek vetették ald, tovabba a mért
valtozok 4atlagait klénonként f6komponens analizissel elemezték. A varianciaanalizis
eredményei magas szignifikancia szintd klonok ko6zotti variancidt mutattak minden egyes
paraméter tekintetében. A f6komponens analizis eredményei alapjan a klonok kozotti
valtozatossag kialakitasdban a levélnyél hossza, a levéllemez szélessége, valamint a
levélfeliilet jatssza a legnagyobb szerepet [ezen paraméterek hatdroztak meg leginkabb a
els6 f6komponens értékét (PC1), amely 52,1%-ban jarult hozza a teljes variancidhoz]. A
vizsgdlatba vont egyedek elsé és masodik fékomponens értékét koordinatarendszerben
abrazolva ugy itélték meg, hogy a vizsgalt harom faj és azok hibridjei morfoldgiailag
Osszefligg6 populaciét alkotnak Dél-Albertdban (Rood et al., 1985).

Spies és Barnes az Eszak-Amerikaba a 18. szazadban betelepitett eurdpai fehér nyar és a
kontinensen Gshonos, a Populus nemzetség Trepidae (rezg6 nyarak) alszekcidjaba tartozé
fogaslevell nyar (Populus grandidentata MicHX.), illetve azok természetes hibridjeinek
morfoldgiai elemzését végezték el, a fajok és hibridek elkilonitését lehetévé tevd
morfoldgiai bélyegek meghatarozasa, illetve az esetleges visszakeresztez6dés és génaramlas
kimutatasa céljabdl, Délkelet-Michigan-ben (Spies et Barnes, 1981). 41 hibrid, 5 fehér nyar és
22 fogaslevell nyar egyeden végezték el a vizsgalatokat, amelyekbe a kovetkezé morfoldogiai
paramétereket vontdk be: levéllemez hossza, levéllemez szélessége, levélnyél hossza,
levélfogak oldalankénti szama, a levélalap és a levéllemez maximalis szélességének sikja
kozotti tavolsag, a vizsgalt levelet hordozé révidhajtds hossza, tovabba 0-tdl 6-ig terjed6
skdlan osztalyoztdk a hajtds, a riigy és a levél fondkdnak molyhossdgat. Az elemzésbe
bevontdk a levéllemez szélességének és hosszanak, valamint a levéllemez szélességének és a
levélalap és a levéllemez maximalis szélességének sikja kozotti tavolsag hanyadosat. A
megfigyelt morfoldgiai bélyegek alapjan meghataroztdk az egyedek hibridindex értékét, a
morfoldgiai bélyegek atlagértékeit pedig kanonikus korrelacidéanalizisnek vetették ala. Bar
mind a hibridindex elemzések, mind a kanonikus analizis alapjan meghatarozott kanonikus
valtozok alapjan a hibrid egyedek a fogaslevell nyarhoz alltak kozelebb, a kutatdk a
visszakeresztez6dés és a génaramlas lehetGségét elvetették. Az elvégzett diszkriminancia
analizis alapjan a riigy és a levélfondk molyhossaga, a levéllemez szélessége és a levélszél
fogazottsaga azok a bélyegek, melyek leginkabb lehet6vé teszik a taxonok elkiilonitését.

Természetes allomanyokbdl szarmazé fehér nyar, rezg6 nyar és sziirke nyar egyedek,
valamint géngyljteményben fenntartott mesterséges Fi-es és visszakeresztezésbél szarmazo
(alba x tremula) x alba és (alba x tremula) x tremula szirke nyar hibridek bevonasaval
végeztek levélmorfoldgiai és izoenzim vizsgalatokat Belgiumban Culot és munkatdrsai (Culot
et al.,, 1995). Novényhdzban nevelt egy éves csemetékrdl gyljtott hosszuhajtds leveleken
mért osszesen 20 levélmorfoldgiai jellemz6 bevonasdval végzett diszkriminancia analizis
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alapjan, vizsgalataik szerint, az egyedek kozotti valtozatossagra legnagyobb hatéssal az egyes
levélszélesség és levélhossz paramétereknek van. A diszkriminancia analizis alapjan
szerkesztett diagramon a két faj egyedeinek pontfelhdi részben atfedték egymast, a szirke
nyar egyedek koztes elhelyezkedést mutattak (az Fi-es és a visszakeresztezett hibrid egyedek
jelent6s eltérést nem mutattak a diagramon). A négy, illetve hét izoenzimmel végzett
vizsgdlatok alkalmasnak bizonyultak a fajok és a hibridek elkiilonitésére. Kiilon érdekessége a
kutatasrél megjelent publikacidnak, hogy a szerz6k a szirke nyar hibrid voltat, mint feltevést
emlitik, melyet vizsgdlataikkal megerGsitettnek tartottak (mint azt mar korabban emlitettem,
Gombocz erre a felismerésre mar 1926-ban eljutott).

A nyarak nemzetsége mind morfoldgiailag, mint 6koldgiailag erésen differencidlt, az
egyes fajok azonositasat sokszor er6sen megnehezitik a hibridizacié folytan létrejové hibrid
alakok (Bartha, 2004). Erre hivja fel a figyelmet Farmer és Barnes is, akik amerikai rezg6 nyar
(Populus tremuloides MIcHX.) torzsfak mesterséges keresztezésébdl szarmazd, valamint a
ndivaru egyedekrdl gylijtott szabad beporzasu utédok morfolédgiai elemzését végezték el
(Farmer et Barnes, 1978). A kutatas célja elsGsorban a mesterséges keresztezésbdl szarmazé
(7 csalad, 127 egyeddel), valamint a szabad beporzasu utédokat magdban foglald csaladok (2
csalad, 21 egyeddel) csalddokon belili és azok kozotti morfoldgia véltozatossaganak
felmérése volt, 4 hajtas- és 7 levélmorfoldgiai bélyeg alapjan (a csaldd keresztezési
kombinaciot, illetve a szabadbeporzdsu utdédok esetében pedig anyafat jelol). Az elvégzett
varianciaanalizis és kanonikus korrelacidanalizis alapjan a csaladok kozotti véltozatossag
joval nagyobb volt, mint a csalddokon belili (a csalddok kozotti morfoldgiai valtozatossag
legnagyobb részt a levélszél fogazottsdgdra és a csucsriigy molyhossaganak mértékére volt
visszavezethetd). Az egyes egyedekre szamitott kanonikus valtozdkat abrazolva az egyes
csaladok egymastdl jol elkilonitheté csoportokat alkottak. Tekintettel arra, hogy a kutatas
csupan 6 torzsfa utddaira korlatozodott, a faj valés morfoldgiai valtozatossagat joval
nagyobbra becsiilik a kutaték, valamint felvetik a morfoldgiai bélyegek hasznalhatdsaganak
korlatjat a mas fajokkal alkotott hibrid és visszakeresztez6dott egyedek azonositasaban.

Az egyes nyarfajok, levélvaltozatossaguk, esetenként levélplaszticitdsuk révén a
taxondmiai célu kutatdsok mellett szdmos egyéb kutatdsi tertileten (pl.: molekularis
genetika, novényélettan) modellnvénnyé valtak. Rettig és munkatdrsai az Gltetési haldzat és
a gyomosoddas, mint 0koldgiai faktorok hatdsat vizsgaltdk a valtozo levélaszimmetriara, egy
korai nemesitési nemesnyar klén [Populus x euramericana (DODE) GUINIER cv. Eugenei]
felhaszndlasdval (Rettig et al., 1997). Egy 18 plotbdl allé, harom ismétléses, két kezeléses
(halozat, gyomosodas), egy tényezds kisérletbdl szarmazo levelek aszimmetria vizsgalataval
megallapitottak, hogy az egyes kezelések szignifikans hatdssal vannak a levélaszimmetria
mértékére (a két fél levéllemez szélességének abszolut értékben mért kiilonbségére). Azaz
minél sdrlibb az Ultetési haldzat (intraspecifikus stressz), illetve a gyomosodas mértéke
(interspecifikus stressz), annal nagyobb az el6forduld levélaszimmetria nagysaga.

Wu és munkatarsai Populus trichocarpa TORREY & A. GRAY és P. deltoides MARSCH.
torzsfak keresztezésébdl elGallitott hibrid (Fy, F») és backcross (BC;) vonalak felhasznalasaval
vizsgaltak tobbek kozott egyes levélmorfoldgiai bélyegek vonalak kdzotti variancidjat, illetve
térképezték az egyes tulajdonsagok kifejez6déséért felel6s QTL (Quantitative Trait Loci)
régiokat. Megdllapitottdk tobbek kozott azt, hogy a vizsgdlt morfoldgiai bélyegek (mint
példaul a levélfeliilet, vagy a levéllemez szélességének és hosszanak aranya) multigénes
szabdlyozas alatt allnak, valamint, hogy a korondban elfoglalt helyzett6l fliggetlenil a
levélméretre er6s genetikai kontrol hat (Wu et al., 1994, 1997).
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Négy Populus nigra L. és harom P. deltoides MARscH. klon portok kulturabdl nevelt,
kiilonb6z6 ploidszintl, 1-3éves egyedeinek morfolégiai elemzését végezték el Kiss és
munkatdrsai (Kiss et al., 2001). A vizsgalt hat morfoldgiai bélyeg kozil harom (levéllemez
hossza, levélvall alakja, a névény magassagi novekedése) mutatott korreldciot a névények
ploiditasaval. Ugyancsak mikroszporitdsi eljarassal kapcsolatos levélmorfolégiai elemzéseket
végeztek Saieed és munkatdrsai (Saieed at al., 1994a). Populus trichocarpa TORR. et GRAY x P,
balsamifera L. klon 16 hdénapon keresztil fenntartott kalluszkultarajabdl felnevelt, a
fenntartds utolsd hdnapjaban és a regenerdlas sordn eltéré 2,4-diklorofenoxiacetilsav és
benzilaminopurin kezelést kapott 15 vonal szomaklondlis variabilitasat értékelték a felnevelt
novények novekedési, levélmorfolégiai és gdzcsere paramétereivel. A  vizsgilt
levélparaméterek kozil a levéllemez hosszanak és szélességének aranya mutatott
szignifikans valtozatossagot az egyes vonalak kozott, amelyet egyértelmlien a kezelések
hatdsanak tulajdonitottak a szerzék, illetve ezt az ardnyt alkalmasnak vélték a kutatdk a
szomaklonalis vonalak korai novekedési erélyének becslésére. A mérési adatok jellemzé levél
morfotipusok (sziv, tojasdad, ovdlis, vese alaku) szerinti Ujracsoportositasa és Ujraértékelése
soran erGteljesebb szignifikancidat mértek a levéllemez hosszdnak és szélességének aranya
tekintetében az egyes vonalak kozott, tovabba igy egyes, korabban nem szignifikans
morfoldgiai bélyegek, mint példaul a hajtds magassaga, vagy a ndduszok szdma is
szignifikansnak bizonyultak (Saieed at al., 1994b).

10 morfoldgiai és fizioldgiai jelleg, koztik 4 morfometriai bélyeg 6rokolhet6ségét és
valtozatossagat vizsgdltdak Kanaga és munkatdrsai Utah &llamban szelektdlt Populus
tremuloides MicHx. torzsfak vegetativ utédain (Kanaga et al., 2008). 13 torzsfat vontak be a
vizsgdlatba, melyek kozil 8 szarmazott humid, 5 pedig szaraz termGhelyrél (északi, illeve déli
kitettségl lejt6rél). Valamennyi vizsgalt jelleg esetében szignifikans differenciat talaltak az
egyes vonalak kozott, illetve 4 jelleg mutatott szignifikdns differencidt a szdarmazasi hely
(kitettség) tekintetében. A legmagasabb 6rokdlhetSséget a levélfeliilet esetén (H?=0,56), a
legalacsonyabbat a levélepidermisz UV-A sugarzds atereszt6képességének tekintetében
(H?=0,17) szamitottak. A levélalak jellemzésére alkalmas levéllemez szélesség és hossz arany
esetében H’=0,47-es 6rokdlhetdséget mutattak ki. A szerzék maguk is belatjak, hogy a
vizsgdlati mintaszdm nem elegend6 a P. tremuloides MicHX. nyugati elterjedésd
populacidinak genetikai és fenotipusos variancidjanak jellemzésére, ugyanakkor néhany
vizsgdlt jelleget Osszevetve mads kutatasok eredményeivel (Populus deltoides MARSCH.,
valamint P. trichocarpa TORR. et GRAY x P. nigra L. és P. trichocarpa TORR. et GRAY x P,
deltoides MARSCH. Fi-es hibridek esetében mértekkel) ugy vélik, az amerikai rezgé nyar
kvantitativ genetikai valtozatossaga jelentds.

A levéllemez szélességének és hosszanak aranyaban hasonld mértéki orokolhetéséget
mutattak ki Rae és munkatdrsai Populus trichocarpa TORR. et GRAY és P. deltoides MARSCH.
torzsfak F,-es hibrid utédainak vizsgdlata soran (Rae et al., 2006). 285 F,-es utdd, az Fi-es
szUl6k és a két torzsfa vegetativ utddainak Osszesen 19 morfoldgiai és fenoldgiai jellegét
vizsgdltdk normal és megnovelt szén-dioxid tartalmu légtérben. A megnovelt szén-dioxid
mennyiség nem okozott szignifikans valtozast a levél szélesség és hosszusag esetében az F,-
es novényeknél (enyhe szélesség novekedés és hossz csokkenés volt kimutathatd), a
levélnovekedés ugyanakkor felgyorsult. A mar emlitett Orokolhet6ség a levéllemez
hosszdnak és szélességének tekintetében H?=0,55 értéket mutatott, ugyanakkor a
levélfeliilet esetében, ellentétben az el6z6ekben ismertetett kutatdssal, alacsony, H?=0,15-6s
értéket adott.
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2.1.3. Alakelemzés elliptikus Fourier leirdk segitségével

Az ellipitikus Fourier leirék segitségével barmely bioldgiai alak leképezheté egy
kétdimenzids zart kérvonalla (Iwata, 2006). A médszert (lanckdéddal leirt kétdimenzids alakok
elliptikus Fourier leiréinak meghatarozasat), melynek elénye, hogy a leirdk fliggetlenek az
alak helyzetét6l, nagysagatdl és a leirds kezd6pontjatdl, el6szor Kuhl és Giardina ismertette
(Kuhl at Giardina, 1982). Az eljarast azota sikerrel alkalmaztdk allati (elsGsorban rovar) és
novényi, s6t emberi szervek alakjainak elemzésére.

Az elliptikus Fourier leirdk rovartani kutatdsokban tortént alkalmazasai kozott taldlunk
példat egyes rovarfajok larvdinak ragod-elemzésére [Albutra és munkatarsai kiilonb6z6
foldrajzi szdrmazasu és kiilonb6z6 rezisztenciaszint( rizsfajtakon el6forduld Scirpophaga
innonata WALKER larvak alsé ragoinak alakjat vizsgaltdk (Albutra et al., 2012), mig Tabugo és
munkatarsai eltéré mértékben karositott kdkuszdid egyedekrdl gyljtott Brontispa longissima
GESTRO larvak ragdalakjat vetették dssze (Tabugo et al., 2012)], nemzd6k labanatomiai [Ge és
munkatdrsai a Chrysomelidae csaladba tartozé rovarok hatsé ldb combjanak evollcids
vizsgdlatdhoz haszndltak az elliptikus Fourier leirdkat (Ge at al.,, 2011)], vagy szarnyalak
vizsgdlatdra [Zhan és Wang harom Myrmeleon és két Euoleon fajhoz tartozd egyedek elsé és
hatsé szdrnyanak alakjat vizsgdltdk a fajok kozotti variancia mértékének meghatarozasa
céljabdl (Zhan et Wang, 2011)], illetve him nemi szerv anatémiai elemzésére is [Liu és
munkatdrsai, illetve Laurie és munkatarsai két Drosophila faj himnem( egyedeinek nemi
szervében taldlhatd, a fajok elkiilonitésére alkalmas hatsé lebeny anatomiai alakjat
vizsgaltak, annak valtozatossaganak kialakitasaban részt vevé QTL régidk jellemzése céljabal
(Liu et al., 1996, Laurie et al., 1997)].

A modszer alkalmazdasara tengeri élGlényekkel kapcsolatos vizsgalatokban is akad példa.
Marquez és munkatarsai a hlivelykagylék (Solenidae) csalddjaba tartozo Ensis macha MOLINA
egyedeinek morfoldgiai valtozatossagat vizsgalta Dél-Amerika atlanti partvidékérdl szarmazé
12 populaciéban (Marquez et van der Molen, 2011), mig Carlo és munkatarsai Alcyonaria
rendbe tartozo 8 korallpolip faj meszes vazanak alakjat vizsgdltak a mddszer fajazonositdsra
vald alkalmassaganak megallapitasahoz (Carlo et al., 2011).

Az elliptikus Fourier leirdk alkalmazdsara a human egészségiigyben is talalhatd példa.
Ishii és munkatarsai 105 kiilonb6z6 kord (1 hénap és 19 éves kor kozotti) paciens szemgolyé
alak véltozasat vizsgalta MRI felvételek alapjan, az egészséges latasban szerepet jatszé és a
rovidlatds kialakuldsaért felels alaki tényez6k megallapitasa céljabdl (Ishii et al., 2011).

A kiilonb6z6 novényi szervek alakelemzése szamos fontos informaciot szolgaltathat a
nemesité szamara. Yoshioka és munkatarsai Primula sieboldii E. MORREN fajtak virdgszirom
alakelemzését végezték el elliptikus Fourier leirdk segitségével, a szirom alakjanak
kialakuldsaban szerepet jatszo genetikai és a kornyezeti tényezék mértékének megallapitdsa
céljabdl (Yoshioka et al., 2004), illetve Primula sieboldii E. MORREN fajtak és vad populacidk
egyedeirdl gyljtott virdgszirmok alakelemzése sordn értékelték a tobb szaz éves multra
visszatekint6 nemesités okozta morfoldgiai valtozdsokat (Yoshioka et al., 2005). Ugyancsak
Yoshioka és munkatdrsai értékelték négy beltenyésztett vonal diallél keresztezésébdl
szarmazd Fi-es hibrid Viola x wittrockiana Gams egyedek virdgszirom alakjat, az egyes
vonalak altalanos és specifikus kombinacids képességének megallapitdsa céljabdl (Yoshioka
et al., 2006). Valamint ugyancsak Yoshioka és munkatarsai értékelték elliptikus Fourier leirék
segitségével és azok f6komponens analizisével Eustoma grandiflorum (RAF.) SHINN. fajtak
virdgszirom-alak valtozatossagat (Yoshioka et al., 2006).
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Az elliptikus Fourier leirdk alapjan torténdé alakelemzés noévénynemesitésben vald
alkalmazasanak sikerességét szamos tovabbi, zoldség-, gabona- és gylimolcsfajtak
vizsgdlatdval kapcsolatos tanulmany bizonyitja. Szamos tanulmany foglalkozott a japan retek
(Raphanus sativus L.) morfometriai vizsgalataval. Iwata és munkatarsai kiilonb6z6
talajtipusoknak és a betakaritds id6pontjdnak hatdsat vizsgdltak Fi-es retek nemzedék
gyokéralakjanak valtozatossdgara, elliptikus Fourier leirék f6komponens analizisének
segitségével (lwata et al., 1998), tovabba egyes, a gyokér alakjaval kapcsolatos fenotipusos
jellegek orokolhet6ségének, illetve a szelekcid optimalis id6pontjanak meghatarozdsahoz
végezték el 6 beltenyésztett retek vonal diallél keresztezését, illetve a sziil6 vonalak és az
utdodok morfometriai vizsgalatat (lwata et al., 2004a). Ugyancsak ezen diallél keresztezési
kisérletbdl szarmazd gyokerek morfometriai vizsgdlatat végezték el Iwata és munkatdrsai a
genetikai és kornyezeti (talajtipus) tényez6k gyokerek alakjara gyakorolt hatasanak
megallapitasa céljabdl (lwata et al., 2004b).

Ninomiya és munkatdrsai kozonséges hajdina (Fagopyrum esculentum MOENCH) és tatar
hajdina [Fagopyrum tataricum (L.) GAERTN.] magok elliptikus Fourier leirékra és azok
f6komponens analizisére alapozott morfometriai vizsgalatat végezték el az egyes fajok
magjanak valtozatossagdaért felelGs alaki tényez6k feltardsa céljabdl (Ninomiya et al., 1995).
Oshawa és munkatarsai 24 kozonséges hajdina fajta magjainak elliptikus Fourier elemzését,
illetve a leirék fG6komponens analizisét végezték el a magvak valtozatossagat leird
f6komponensek értékelése és néhany agrondmiai tulajdonsaggal (virdgzasi idGtartam,
hozam, ezermagtomeg) vald kapcsolatanak feltardsa céljabdl (Oshawa et al., 1998).
Mebatsion és munkatarsai kilénbdz6 szarmazasi helyrél (humid, szemi-arid, szub-humid és
szub-boredlis) gydjtott buza, rozs, arpa és zab szemtermések morfometriai elemzését
végezték el elliptikus Fourier leirdkkal (kiilonb6z6 Fourier koefficiensek felhaszndlasaval) és
f6komponens analizissel, a magok alakjat meghatarozé fékomponensek meghatdrozasa, és
azok szarmazasi hellyel valé regresszidjanak vizsgalata céljabol (Mebatsion et al., 2012).

Hiraoka és Kuramoto 5 Rhus succedanea L. fajta harom szarmazasi helyrél gyujtott
gyumolcseinek elliptikus Fourier elemzését és a leirdk fGkomponens analizisét végezték el, a
fajtdk elkilonitésére alkalmas gyimolcs alaki jellemz6k elemzése, végs6s soron a
fajtajellegek azonositdsa céljabdl (Hiraoka et Kuramoto, 2004).

Chitood és tarsai harom vad paradicsom faj egyedeinek 6sszesen toébb mint 11000
levelén végeztek levélmorfometriai vizsgalatokat a levélalak valtozatossagara haté
kiilonb6z6 fenoldgiai (fejlédési stadium, levélkék elhelyezkedése az Osszetett levélen,
heteroblasztikus sorozat jellege) és kornyezeti tényezék (fény/arnyék helyzet), valamint a
szarmazas hatasainak, illetve a levélalak valtozatossdg mértékének felmérése céljabadl
(Chitwood et al.,, 2012a). Ugyancsak Chitwood és munkatdrsai alkalmaztak az elliptikus
Fourier leirékat a paradicsom (Solanum lycopersicum L.) és ladfli [Arabidopsis thaliana (L.)
HeEYNH.] levelek aszimmetridjanak értékeléséhez, melyek a levélprimordiumokban
végbemend aszimmetrikus auxin-valasszal voltak kapcsolatba hozhaték (Chitwood et al.,
2012b). Solanum pennellii CORREL mdsodik generacids introgresszidés vonalain végeztek
komplex genetikai értékelést Chitwood és munkatarsai, vizsgalva tobbek kozott az Osszetett
levélzet csucsi és két oldalséd levelkéinek levélmorfoldgiai jellemzdit, azok alakjanak
orokolhetdségét, valamint QTL régidkkal vald kapcsoltsagat (Chitwood et al., 2013).

Furuta és munkatarsai 39 szdja (Glycine max L. MERR.) fajta Osszetett levelének 6sszesen
375 végdllé levélkéjének morfometriai elemzését végezték el elliptikus Fourier mddszer
segitségével, a fajtak kozotti levélvaltozatossag vizsgdlata és levélvaltozatossag
kialakitasaban részt vevd alaki jellemzG6k feltarasa céljabdl (Furuta et al., 1995).
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5, fajon belili és fajok kozotti hibrideket is magaban Citrus kultivar diallél
keresztezésébbl és Onbeporzdsbdl szdrmazd utddain végeztek levél morfometriai
vizsgdlatokat Iwata és munkatarsai (Iwata et al., 2002a), az egyes, elliptikus Fourier leirék
f6komponens analizise soran meghatdrozott f6komponensek, ezaltal az azokat meghatarozoé
morfoldgiai jellegek 6rokolhetéségének meghatdrozasa céljabdl.

Az elliptikus Fourier leirdk levélalak elemzésben torténd felhaszndlasara a zoldség és
gyumolcs fajok, illetve fajtdk mellett erdészeti fafajokkal kapcsolatos kutatasokban is
taldlunk példat. A magyarorszagi mezei szilek levélmorfoldgiai valtozatossagat mérte fel
Borcsok (Borcsok, 2009), 501 egyed 5252 rovidhajtas levelét felhaszndlva, amelynek soran
metrikus mérések mellett elliptikus Fourier leirdkra alapozott levélalak elemzést is végzett.
Munkdjaban részletesen ismerteti a leirok fGkomponens analizise soran szamitott
f6komponensek egyes levélalaki jellemz&kkel megfigyelt kapcsolatat, ugyanakkor
megadllapitja, hogy bar a f6komponensek a mezei szil (Umus minor MILL.)
levélvaltozatossagat jol leirjak, fajon belili taxonok elkiilonitésére nem alkalmasak.

Egy elegyes tolgy allomanybdl szarmazd, négy fajhoz [kocsanyos tolgy (Quercus robur L.),
molyhos tolgy (Quercus pubescens WILLD.), pireneusi tolgy (Quercus pyrenaica WILLD.),
kocsanytalan tolgy (Quercus petraea (MATT.) LIEBL.], illetve azok hibrid csoportjaihoz tartozé
336 egyed részletes levélmorfometriai elemzését végezték el Viscosi és munkatarsai (Viscosi
et al., 2009). Az egyedek megfelel6 klaszertbe tortén6 besoroldsat 10 mikroszatellit
markerrel végzett genetikai analizis alapjan végezték el (a f6fajok mellett 6 hibrid csoportot
kiilonitettek el). A levélmorfolégiai vizsgdlatok alkalmdaval harom maédszert vetettek Ossze:
egy 19 levélbélyeg mérésén, illetve értékelésén alapuldé morfometriai eljarast; a digitalizalt
levéllemez jobb oldaldra helyezett azonositopontok mérésén alapuld eljarast, valamint az
elliptikus Fourier leirdkat felhasznalé levélalak elemzést. A hdrom eljards eredményeit
kanonikus diszkriminancia analizisnek vetették ald. A diszkriminancia analizis alapjan
altaldnossagban elmondhatd, hogy mindharom eljaras alkalmasnak bizonyult az egyes fajok
egyedeinek elkilonitésére, melyet a kanonikus valtozd alapjan szerkesztett abrak is
aldtamasztottdk (a fafajok egyedei zOmében hatdrozott, elkiilonilt pontfelhGkbe
tomoriltek). A legnagyobb tavolsdgot a tobbi fafajtdl a kocsanyos tolgy mutatta, mig a
kocsanytalan tolgy a harom masik faj pontfelhGi kozott helyezkedtek el. Ugyanakkor az
kiemelendd, hogy a kocsanytalan tolgyet a vizsgalatokban csak 6 egyed képviselte, és hogy
ezen egyedek kanonikus diszkriminancia analizis sordn szdmitott besoroldsa két
morfometriai eljaras szerint is téves volt (mind a hat egyed masik faj csoportjaba keriilt),
illetve az elliptikus Fourier analizis alapjan végzett levélalak elemzés szerint is csak egy egyed
volt a kocsanytalan tolgy csoportba sorolhatd. Kiegészitésként megjegyzendd, hogy az
elliptikus Fourier leirdkkal végzett levélalak elemzés sordn szamitott diszkriminancia analizis
csupan a kocsanytalan tolgy és a molyhos tolgy csoport kdz6tt nem mutatott szignifikans
differenciat.

Disszertaciom témadjaval sok tekintetben hasonld kutatasrél szamoltak be Lexer és
munkatdrsai (Lexer et al. 2009). A Duna ausztriai folyasa mentén kijelolt 84 Leuce nyar
torzsfa elliptikus Fourier leirdkra alapozott levélalak elemzését végezték 527 levél értékelése
altal. A torzsfak taxondmiai besorolasat (Populus alba L., P. tremula L., P. x canescens SM.)
30 (!) kodomindns mikroszatellit markerre alapozott molekularis genetikai vizsgalattal
végezték el. A digitalizalt leveleken tpsDIG program segitségével pontokkal (koordinatakkal)
jelolték meg levélalap és a levélcsucs helyét, majd az igy el6készitett leveleken hataroztak
meg levélalakot meghatdrozéd elliptikus Fourier leirdkat, NT-SYSpc programmal. A
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vizsgdlatokba mind a szimmetrikus (a és d), mind az aszimmetrikus (b és c) Fourier
koefficienseket bevontak. Az elliptikus Fourier leirék f6komponens analizise soran
meghatdrozott 16 f6komponensen végeztek varianciaanalizist. A vizsgalat eredményeképpen
szignifikdns egyedek kozotti differencidt mutattak ki a 16 szimmetrikus fékomponens
mindegyikének esetében, mig, egy kivétellel, az aszimmetrikus f6komponensek esetében
nem volt ilyen kapcsolat kimutathatd. Mindez az egyedek levélmorfoldgiai
valtozatossagaban részt vev6é aszimmetrikus elemek nem 6rokl6dé jellegét mutatja. A 16
szimmetrikus fGkomponens linedris diszkriminancia analizise soran a f6komponensekhez
meghatdrozott diszkriminancia tengely-értékeket koordinata rendszerben abrazolva a két faj
egyedei egymastdl jol elkilonilé halmazokat alkottak, mig a szirke nyar egyedek a fehér
nyar egyedek halmazdaval atfedésben jelentek meg.

2.2. Molekularis genetikai vizsgalatok

Bar a nyarak fajszdma alacsony, a nemzetség okoldgiai és morfoldgiai szempontbdl is
erGsen differencialt (Bartha, 2004). K6szonhet6en tobbek kdzott ezen jelentbs (genetikai és
morfoldgiai) valtozatossaguknak, a genom viszonylagos kis méretének, a valamennyi fajra
jellemz6 azonos alap kromoszémaszamnak (2n=38), a tobb faj esetében megfigyelhets és
mesterségesen is konnyen kivitelezhetd vegetativ Uton torténd reprodukcionak, és a szamos
fajt érinté hibridizacionak, a nyarak a fds novényekkel kapcsolatos bioldgiai kutatdsok
modellndvényeivé valtak (Cervera et al. in Klopfenstein et al., 1997). A bioldgiai kutatasok
természetesen kiterjedtek a genetikai diverzitast feltaré molekularis genetikai vizsgalatokra
is, melyek valamennyi jelentésebb markertechnika (izoenzim, RFLP, RAPD, SSR, AFLP, SNP)
felhaszndlasat érintették. Amint az a nagy elterjedési teriilettel és intenziv géndramlast
biztositdé szaporodasi rendszerrel rendelkez6 fafajoktél varhatd volt, az elvégzett genetikai
vizsgdlatok nagyfoku populacién beliili és alacsony populacidk kozotti valtozatossagot fedtek
(DiFazio et al. in Joshi et al.,, 2011), és mindemellett a hosszu életl fafajokhoz nagyon
kozeldllé polimorfizmus és heterozigdcia értékeket adtak (Hamrick et al., 1992 cit. DiFazio et
al., 2011). De a nydrak genetikai vizsgalata nemcsak alapkutatasi szempontbdl fontos.
Szamos fajuk és hibrid csoportjuk bir erdészeti és/vagy okoldgiai jelentéséggel, ami
szikségesé teszi a populacidk akar tajegység szintl genetikai diverzitasanak, illetve az egyes
fajok genetikai identitasdnak ismeretét, mind a nemesités, mind a természetvédelem
szamara.

Kutatdsom els6dleges célkitlizése a fehér nyar és rezg6 nydr dunantuli populicidinak
genetikai valtozatossaganak felmérése volt. A genetikai véaltozatossagot mind a nydrak
esetében anyai Uton 6rokl6dé kloroplaszt genom, mind a sejtmagi DNS szintjén vizsgalni
kivdantam. A sejtmagi DNS vizsgalatdhoz egy olcsd, konnyen kivitelezhet6 markerezési
technikat (RAPD), valamint egy nagy felbontdképességli, kodominans markerekre alapozott
technikat (SSR) valasztottam, elsGsorban az Erdészeti Tudomanyos Intézet Sarvari Genetikai
Laboratériumank felszereltségéhez igazodva. A kivalasztast indokolta tovabba, hogy a
laboratdrium munkatarsai mindkét eljards alkalmazasdban tobbéves gyakorlattal
rendelkeztek. A kloroplaszt DNS vizsgalatara kivalasztott PCR-RFLP technika alkalmazdasat
indokolta, hogy azt sikeresen alkalmaztak Leuce nyarak filogenetikai vizsgdlataban. Ezen
markerezési technika elsajatitasdban Dr. Berthold Heinze (Bundesforschungszentrum fir
Wald, Institut flir Waldgenetik, Bécs) nyujtott segitséget.

A tovabbiakban a nydrakon végzett molekularis genetikai vizsgdlatok bemutatdsat a
nemzetségbe tartozo fajokon sikeresen alkalmazott fontosabb markerezési technikak alapjan
ismertetem, nagyobb hangsulyt fektetve az altalam is alkalmazott médszerekre.
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2.2.1. Korai genetikai és fenoldgiai vizsgalatok Leuce nyarakon, Magyarorszagon

A Leuce szekcidba tartozd hazai nyarak (fehér nyar, rezg6 nyar, szirke nyar) taxonémiai
és részben populdciégenetikai vizsgdlataval kapcsolatban Magyarorszdgon Bartha Dénes
végzett jelentGs kutatdsokat. 21 természetes eredet(i fehér nyar populacié generativ
utodaibdl létesitett szarmazasvizsgalatbdl 5 populdcié utddait vonta be izoenzimvizsgélatba
(Bartha et Bordacs, 1990). A populdciénként 10-10 egyeden elvégzett észterdz és peroxidaz
enzim vizsgalatok sordn enzimenként 7-7 genotipusmintazatot mutatott ki, melyek 3 lokusz
alléljeihez voltak kothet6ek. Az egyes enzimek vizsgalataval kimutatott atlagos heterozigdcia
(0,3135 a peroxidaz enzim, 0,4043 az észterdz enzim esetében) mas fafajokkal torténd
Osszevetésben is magasnak szamit (Bartha 1991a). Az allélgyakorisagok alapjan szamitott
genetikai tavolsag és az anyapopulacidk foldrajzi tavolsaga kozott szoros korrelacié nem volt
kimutathaté. Bartha behatdéan vizsgalta a két alapfaj hibridizacidjat és az introgresszid
iranyat megszabd okoldgiai feltételeket. Homoki és artéri terméhelyeken allé populdciok
virdgzdasviszonyainak vizsgalata sordn megallapitotta, hogy a gyorsabban felmelegedd
homoki termGhelyeken allé allomanyokban a virdgzds mindkét faj esetében 4-10 nappal
kordbban kezdddik, altaldban rovidebb id6tartamu, valamint, hogy a két faj virdgzési
idejének atfedése jéval nagyobb a hlivosebb artéri termbhelyekhez képest (Bartha, 1999).
Megdllapitdsa szerint a hibridizacié soran az Populus alba L. x P. tremula L. keresztezési
kombinacio létrejottének esélye magasabb, mint a reciprok kombindacidé. A természetben az
Fi-es hibridnemzedékre jellemz6 morfoldgiai bélyegeket hordozé sziirke nyar egyedek csak
ritkdn fordulnak el6, a szlil6fajokkal torténé visszakeresztez6dések folytdn elsGsorban a
fehér nyar felé intergradalodé egyedek jelenléte jellemz&bb, melyek nem alkotnak kiilonalld
populacidkat. A fehér nyartél a rezg6 nydrig terjedd szlirke nyar alakkoérben a dendrolégiai
gyakorlat két tipust kilonit el: a zoldessarga bibéjli fehér nyar jelleg, és a piros bibéjl rezgé
nyar jellegl szlirke nydarat (Bartha, 2004).

2.2.2. Markerezési technikdk a nyarak molekularis genetikai vizsgalataban

2.2.2.1. Izoenzim vizsgdlatok

Az 1970-es években megjelend izoenzim alapu markerezési technikak attorést
jelentettek a fafajok populdciégenetikai kutatasaban (Glaubitz et Moran in Young et al.,
2000). Az izoenzimek egy azon enzim kiilonb6z6 molekularis formait jelentik, azaz egy azon
enzimatikus reakcid katalizalasaért felelés, de kulonboz6 06sszetételli, kiilonb6z6
strukturgének altal kodolt enzimeket (H. Nagy in Hajésné Novak, 1999). A markerezési
technika lényege, hogy a meghatarozott novényi szovetekbdl szarmazod extraktumot papir
szlrb6re abszorbealjdk, majd a vizsgdlatnak megfelel6 szamura szeletelt papirt (altaldban)
keményité alapu gélre helyezik. A gélt ezutan elektroforézisnek vetik ald, mely sordn az
egyes enzim alegységek méretik vagy alakjuk és toltésiik alapjan elvalasztdodnak egymastoél.
A gélt ezt kovetben biokémiai Uton festik, melynek eredményeképpen az elektroforetikusan
elvalasztott enzim alegységek lathatova valnak. A keletezett savmintazat genetikailag
értelmezhetd, az egyes savok lokuszokhoz kothet6k (Glaubitz et Moran in Young et al.,
2000). A mddszer el6nye az olcso és egyszer( kivitelezhetdség, valamint, hogy — tekintettel a
kodominans 6roklédésre — segitségével a homozigdta és heterozigdta lokuszok, valamint a
tobbszoros allélek is felfedhetGek (Cervera et al. in Klopfenstein et al., 1997).

Rajora és Dancik 6sszese 56 fehér, rezgd és szirke nydr genotipus genetikai azonositasat
végezték el izoenzim markerekkel (Rajora et Dancik, 1992). A vizsgdlatokhoz 15 enzimet
hasznaltak fel, amelyek 6sszesen 30 lokuszon kddoltak; az elektroforetikus mintazatok
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Osszesen 71 allélt mutattak ki a felhasznalt enzimek esetében. A vizsgalt 23 fehér nyarbdl 21,
mig valamennyi rezgé nyar (18 db) és valamennyi sziirke nyar (15 db) egyedi genotipus
mintazatot mutatott, ami jol mutatja a mddszer felbontoképességét. A meghatdrozott 18
polimorf lokusz genotipus kodjai alapjan végzett kanonikus diszkriminancia analizis
hatdrozott elkiilonllést mutatott mindhdrom csoport esetében. A kutatdk kisebb genetikai
tdvolsagot mutattak ki a szilirke nyar és a fehér nyar kozott (Nei-féle genetikai tavolsag =
0,006), mint a szlirke nyar és rezgb nyar viszonylatban (D = 0,068). A meghatarozott izoenzim
genotipusok, az allélfrekvencia értékek és a genetikai tavolsdg adatok alapjan a szerz6k ugy
vélik, hogy a vizsgdlatokba bevont sziirke nyar egyedek Fi-es hibridek, vagy a fehér nyarral
visszakeresztez6dott egyedek voltak. A sziirke nydrak hibrid voltat, mint feltevést emlitik,
melyet a vizsgalataikkal megerd@sitettnek tartottak.

Egyes nyarfajok kozotti introgresszid vizsgdlata nemcsak taxondmiai, hanem
természetvédelmi szempontbdl is nagy jelent6séggel bir. Az eurdpai fekete nyarat (Populus
nigra L.) a hibrid, els6sorban euramerikai nyarak [P. x euramericana (DODE) GUINIER] oldalardl
veszélyeztet6 génintrogresszid sok esetben olyan mértékld, hogy a hibrid nydarak
kornyezetében allé fekete nyarak szabad beporzasu utddai k6zott az introgresszalt egyedek
aranya magasabb (Borovics et al., 1999). Ezt a megfigyelést tdmasztotta ald Vanden Broeck
és munkatdrsainak izoenzim, STS és SSR markerekre alapozott vizsgdlata is (Vander Broeck et
al., 2004). Harom izoenzim (foszfogliikdz izomeraz — PGlI, foszfoglikomutdaz — PGM, leucin
amilopeptidaz — LAP), egy STS (Sequence Tagged Site, win3) és egy mikroszatellit (WPMS09)
marker felhaszndlasaval végzett elemzések soran egy, euramerikai nyarak kozvetlen
kozelében all6 idGs fekete nyar egyedrdl gylijtott 34 szabadbeporzasu utéd kozil 32-ben
mutattak ki P. deltoides MARSCH. specifikus allélt (a legkozelebbi fekete nyar himivaru egyed
25 km-re helyezkedett el az anyafatdl). A nGivard egyedtél 50 m-es tavolsagban allé harom
ivarérett himivaru jegenyenyar (Populus nigra L. cv. Italica) egyben nem bizonyult pollenadé
szil6ének (a Meuse-folyd mentén gylijtott természetes eredetl fiatal egyedekkel egyiitt
vizsgdlt Osszesen 63 genotipus kozll 62 nem tartalmazott ’ltalica’ allélt, 5 SSR marker
felhaszndlasdval végzett vizsgdlatok alapjan). Ugyanakkor korabbi kutatdsokkal
egybehangzdan a szerzGk ugy vélik, hogy a hibrid nyarak csak abban az esetben bizonyulnak
sikeres pollenadénak, ha a beporzas idejében P. nigra pollen csak igen kis mennyiségben
taldlhaté a levegGben.

Két dunamenti Populus nigra L. populdcio, valamint egy P. nigra L. géngy(jtemény
genetikai diverzitasat, illetve introgresszaltsagat vizsgaltdk Bordacs és munkatdrsai izoenzim
és PCR-RFLP markerekkel (Bordacs et al., 2002). Fadd és Kolked kozséghatarban idGs fekete
nyarakrdl, valamint onvetényllésbél szarmazé csemetékrdl gy(jtottek mintakat. A 10
izoenzim markerrel végzett elemzés soran alacsony populacidok kozotti differenciadltsagot
allapitottak meg (Fs1=0,0265) a vizsgalt dllomanyok, illetve a géngyljtemény viszonylatdban.
A faddi utdodpopulacidoban hibrid, azaz P. deltoides MARSCH. specifikus alléleket hordozd
egyedeket nem azonositottak, de a 27 egyed koziil 2 tartalmazott olyan izoenzim allélt,
amely az id6s allomany egyedeiben nem volt jelen (a legkozelebbi ivarérett fekete nyar
egyed, illetve nemesnyar dallomany mintegy 1 km-es tavolsdgra volt a csoporttdl). A
nemesnyar allomanyok kozelében elhelyezkedd kolkedi utédpopulaciéban 23 egyed koziil 5
bizonyult Fi-es és egy F,-es hibridnek, mig a 44 egyedet szamladléo fekete nyar
géngylijteményben 2 egyed mutatott introgresszaltsagot.
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2.2.2.2. RFLP és PCR-RFLP

Az RFLP (Restriction Fragment Lenght Polimorphism) a legkorabbi markerezési technikak
egyike. Lényege, hogy a friss osztédd szovetbdl izoldlt DNS-t restrikcidos endonukledz
enzimekkel hasitjak, melyek a DNS meghatarozott nukleotid mintazatara specifikusak (csak
azok mentén hasitanak). Az emésztésen atesett DNS szekvencidkat gélelektroforézissel
valasztjak el egymastdl, majd denaturdlas és depurinalast kdvetGen egy specialis membranra
viszik at (blottoljak), véglil egyfonalas DNS prébaval torténd hibridizaciét kovetben altalaban
autoradiograffal teszik lathatéva (Hajosné Novak, 1999). A mddszer elénye, hogy az RFLP-k
kodominans oroklédésliek, a genomban nagy szamban és egyenletes eloszlasban talalhatok
meg, valamint, hogy fliggetlenek a génexpressziotol (a genom nem kddold régidiban is
fellelhet6ek). Ugyanakkor hatranya, hogy a teljes mdveletsor jelentds id6-, munka- és
koltségigénnyel bir.

Utah dllamban vizsgaltak Keim és munkatdrsai Populus fremontii S. WATSON és P.
angustifolia JAMES egyedeket a Weber-folyd menti artéri tarsuldsokban, a két faj elterjedési
tertiletének atfedési zonajaban taldlt hibrid egyedek bevonasaval, RFLP technikaval (Keim et
al., 1989). A két rekombinans DNS klénbdl szarmazé radioaktiv Uton jelolt prébak és
Osszesen 0t restrikcidos endonukledz felhasznaldsaval végzett RFLP analizis sordn a megfigyelt
fajokon beliili valtozatossdghoz képest nagyfoku fajok kozotti valtozatossagot fedtek fel. A
kutatas érdekessége, hogy a vizsgdlt hibrid egyedek kozott sem Fr-es, sem a Populus
fremontii S. WATSON fajjal visszakeresztez6dott egyedeket nem taldltak, ami a két faj kozotti
egyirdnyu introgressziora utal.

Ugyancsak az emlitett folyéd menti Populus fremontii S. WATSON és P. angustifolia JAMES,
valamint hibrid egyedek bevondsaval vizsgaltak a fajok kozotti introgresszid mértékét
Martinsen és munkatarsai (Martinsen et al., 2001). Az 550 egyed 33 sejtmagi és két
organellum (1-1 kloroplaszt és mitokondrium) RFLP-jének vizsgalata soran 26 olyan sejtmagi
RFLP-t talaltak, melyek csak a hibrid zénaban voltak kimutathatdk, a P. angustifolia JAMES
populaciékban nem, és csupan két nukledris markert, melyek valamennyi vizsgalt
populacidéban jelen voltak. Az organellum eredetld RFLP-k magasabb szint( introgressziot
mutattak a P. angustifolia JAMES irdnydban mint a sejtmagiak. A kutaték az egyes fremontii
eredetli RFLP-k introgresszidjanak eltér6 mértékét azok fitneszre gyakorolt hatasbeli
kiilonbségével magyarazzak. Kulon érdekessége a kutatdsnak, hogy a vizsgalatok sordn
bebizonyitottdk, hogy a kordbban kiilon fajként leirt P. x acuminata RyDB. valdjdban a P.
fremontii S. WATSON és P. angustifolia JAMES Fi-es hibrid alakja. Utdbbi megallapitasuk
ugyanakkor tévesnek bizonyult, ugyanis az acuminata—at a botanikusok napjainkban mar a P.
angustifolia JAMES és a P. deltoides MARSCH. hibridjeként tartjak szdmon [Slavov et Zhelev,
2010 in Jansson et al. (ed.), 2010].

16 restrikcids endonukleaz és két, mitokondridlis DNS specifikus probaval (Atp6, Coxl)
végzett RFLP vizsgalat meglep6 eredményeirdl szamoltak be Barrett és munkatarsai (Barrett
et al., 1993). Az 6sszesen 55 Populus deltoides MARSCH., P. nigra L., P. x euramericana (DODE)
GUINIER, P. maximowiczii HENRY és P. tremuloides MicHX. egyedek bevonasdval végzett
vizsgdlat sordn az Atp6 préba nem mutatott fajokon belili varianciat, mig a Cox| préba is
csak a P. deltoides MARSCH. esetében bizonyult informativnak. Utébbi esetben sikerilt
kiilonbséget kimutatni a kutatoknak a P. deltoides MARSCH. var. deltoides és var. occidentalis
egyedek kozott. A fajok kozotti valtozatossag kimutatdsara is csak a Coxl probaval végzett
hibridizacié bizonyult alkalmasnak, Osszesen 6 endonukledz esetében. A keletkezett 48
fragment kozdl 19 mutatott polimorfizmust a fajok kdzott, és csupan hét bizonyult kell6en
informativnak a filogenetikai vizsgalatokhoz. Az mtDNS elemzése soran szamitott Nei és Li-
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féle nukleotid csere (Nei et Li, 1979) értékek és azok alapjan szerkesztett dendrogram szerint
a P. deltoides MARSCH. és a P. maximowiczii HENRY, valamint a P. nigra L. és P. tremuloides
MicHX. genetikai tdvolsaga kisebb, mint a P. deltoides MARSCH. és a P. nigra L. kozott
szamitott genetikai tavolsag. Tovabba a P. deltoides MARSCH. és a hibrid P. x euramericana
(DoDE) GUINIER egyedek kozott nem volt restrikcids polimorfizmus kimutathatd, amely az
organellum anyai 6roklédésével magyarazhatd. A szerzGk szerint a P. deltoides MARSCH.
kozelebb all a balzsamos nyarak szekcidjaba tartozé P. maximowiczii HENRY-hez, mint a sajat
szekciéjdba tartozé eurdpai fekete nyarhoz, ami véleményem szerint nem tekinthet6
megalapozottnak, hiszen a kijelentés kisszamu egyed csekély polimorfizmust mutaté
markerekkel végzett vizsgalatan alapul.

Az RFLP technika 6tvozhet6 PCR (Polimerase Chain Reaction) alapui DNS amplifikacidval,
mely sordan a PCR amplifikdtumokat emésztik restrikcids endonukleazokkal (Noh et Lee,
1997). A genombdl a PCR primerek segitségével szelektalt és felszaporitott, majd hasitott
DNS szakaszok agaréz gélelektroforézissel véalaszthatdk el egymdstdl. Amennyiben adott
szekvencidra tervezett primereket haszndlunk a PCR reakcid soran, a vizsgalat
reprodukalhatdsaga jelent6sen megné a random primerekkel végzett vizsgalatokhoz képest.
A PCR-RFLP moédszert sikerrel alkalmaztdk szdmos fafaj, tobbek kozott nydrak kloroplaszt
DNS-ének vizsgdlataban. Az atlagosan 120-180 kb hosszUsdgu és 100-120 gént tartalmazé
cpDNS, bar biparentdlis 6roklédésére is akad példa, a legtobb faj esetében egysziilGs
oroklédésl (a zarvatermdknél dltaldban anyai, a nyitvatermdéknél apai uUton o6roklédik)
(Murray et al., 2000).

Noh és Lee harom kloroplaszt-DNS régié kilonboz6 nyar fajok (Populus davidiana DODE,
P. glandulosa (UYEk1) UYEkl, P. nigra L., P. alba L., P. maximowiczii HENRY) és hibridek [P. alba x
P. glandulosa, P. nigra x P. maximowiczii, P. koreana x P. nigra] kozotti valtozatossagat
vizsgdltdk PCR-RFLP mddszerrel (Noh et Lee in Klopfenstein et al., 1997). Két cpDNS régio
(16S-23S rDNS spacer és a rpoC1C1 régid) esetében a PCR reakciét kovetd, tobb enzim
felhasznalasdval végzett emésztés nem adott fragmenthossz polimorfizmust az egyes fajok
és hibridek kozott. Az rpl2 és psbA gének kozotti spacer régid esetében a Hinfl enzimmel
tortént emésztést kovetéen két faj [Populus davidiana DobDg, P. glandulosa (UYEkI) UYEKI]
mutatott a tobbitél eltér6 szekvencia mintdzatot, ami lehetévé tette ezen fajok
elkllonitését.

Eurdpai géngyljteményekbdl szarmazd Osszesen 637 Populus nigra L. egyed 5
primerparra alapozott PCR-RFLP vizsgalatat végezték el Cottrell és munkatarsai a fekete nyar
eurdpai glacidlis refdgiumainak és a lehetséges posztglacidlis migraciés Utjainak
feltérképezése céljabdl (Cottrell et al., 2005). A 9 orszdghdl szarmazd novénymintak
elemzése sordn 6sszesen 83 fekete nyar haplotipust mutattak ki a kutatok, melyek kozil 50
bizonyult egyedinek, azaz csak egy-egy egyedben volt kimutathatd, illetve csak 11 olyan
haplotipust mutattak ki, amelyek egynél t6bb orszdg mintaiban voltak jelen. Az egyedi
haplotipusok szamat tekintve a spanyolorszagi régio volt a leggazdagabb, ahol a kimutatott
45 haplotipus koziil 6sszesen 38 volt csak erre a régidra jellemzé. A kutatdék harom korabbi
refugium létezését tartjdk valdszinlinek, a Pireneusi-félsziget, az Appennini-félsziget,
valamint a Balkan-félsziget teriletén. Az elsé kett6 esetében a posztglacidlis migraciét a
Pireneusok és az Alpok nehezitették (ezt mutatja példdul, hogy a spanyol mintakban
kimutatott 45 haplotipus kozll csak 7 jelent meg hegységtél északra gylijtott mintakban), a
balkani refagiumbdl viszont az Alpokat északrél kerilve konnyen rekolonizalta a nyugat-
eurdpai sikvidéki teriileteket a fekete nyar. Ezt tdmasztja ald a nyugati és keleti eredetd

21



10.13147/NYME.2015.020

haplotipusok egytittes el6forduldsa a Benelux allamok, illetve Nagy-Britannia teriiletén. A
géngylijteményekben megérzott egyedek felhaszndlasa praktikusnak tlnik, ugyanakkor a
tertileti lefedettség novelése érdekében vizsgalatba bevonhattak volna Ujabb terepi
gyljtésbol szarmazé egyedeket is a kutatdk, ugyanis szamos teriilet, mint példaul Eszak-
Franciaorszag vagy Németorszdg kevésbé volt reprezentalt a kutatdsban. Ugyancsak
érdemes lett volna néhany kozép-eurdpai orszag (délszlav allamok, Romania) mintaival
kiegésziteni a kutatast, hiszen nélkilik a feltételezett balkani refdgium vizsgalata kimaradt a
munkabdl.

Eszak-, kdzép- és dél-olaszorszagi rezgd nyar populacidk genetikai valtozatossagat
vizsgdltdk Salvini és munkatarsai, a kloroplaszt DNS PCR-RFLP és SSR mintazata alapjan
(Salvini et al., 2001). Az 6t primerparral felszaporitott, 6t nem kddold plasztisz régiét érinté
DNS szakaszok 3-5 endonukledzzal végzett emésztését kovetd fragmentanalizis harom Iékusz
esetében mutatott polimorfizmust (PCR-RFLP). Az 6t primerpar segitségével felszaporitott 6t
SSR régio kozil pedig ketté bizonyult polimorfnak. Mindkét markertechnika esetében hat
haplotipust hatdroztak meg a kutatdk, és mindkét vizsgalat alapjan alacsony populdciok
kozotti diverzitast szamoltak [Gsr=0,22 (PCR-RFLP) és Gsr=0,07 (SSR)], melyet a rezgd nyar
szaporodas technikdjaval (magterjesztés) magyaraztak. Munkajukkal nem [attak
megalapozottnak a vizsgalt populdciok lehetséges refugialis voltat.

Fussi és munkatarsai 26, elsGsorban kozép- és dél-eurdpai fehér és rezg6 nyar populacio
Osszesen 414 egyedét vizsgdltdk cpDNS specifikus primereken alapulé PCR-RFLP
markerezéssel, a két faj posztglacidlis rekolonizaciéjanak feltardsa céljabol (Fussi et al.,
2010). A hat primerpar és 6sszesen 0Ot restrikcids endonukledz bevonasdaval végzett PCR-RFLP
vizsgdlat soran Osszesen 57 haplotipust hatdroztak meg. A meghatarozott haplotipusok
frekvencidja, kapcsolata, foldrajzi elhelyezkedése, valamint a haploid géndiverzitds alapjan
ugy vélik, hogy a vizsgalt régidban a fehér nydr az utolsé glacidlis maximumot (LGM)
kovet6en két (olaszorszagi és délkelet-eurdpai kozpontu) refagiumbdl kiindulva rekolonizalta
a térséget, a nagyobb folydk, els6sorban a Duna mentén. A rezgé nyar esetében azt
valdszinUsitik, hogy nem léteztek hatarozott refugidlis kozpontok, a faj a jéghatar menti tobb
kisebb, egymadssal kapcsolatban 3allé refugidlis teriiletekrdl kiindulva terjedt el a Kozép-
Eurdpaban.

2.2.2.3. RAPD

A RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA) olyan PCR alapu markerezési technika,
amely a DNS szekvenciak felszaporitdsahoz ismert szekvencidju, de véletlen nukleotidokbdl
allé (tehat nem egy adott DNS szekvencidra tervezett) 10 nukleotid hosszusagu primert vagy
primerpart hasznal (Hajosné Novak, 1999). A PCR reakciot kovetéen az amplifikdtumok
agardz gélelektroforézissel valaszthatdk el egymastdl, és kilonboz6 festési eljarasokkal
(etidium-bromid, GelRed) tehetdk lathatéva. A keletkezett savmintazat kozvetleniil alkalmas
elemzésre. A modszer el6nye a gyors és olcsd kivitelezhet6ség, hatranya, hogy a mddszer
érzékeny a templat DNS minGségére, valamint a reakcidkoriilményekre, illetve, hogy
domindns oOroklédésiik révén a RAPD-ok 4&ltaldban nem alkalmasak a heterozigdta
genotipusok kimutatdsara. A RAPD technikat ettél fliggetlenil széles korben alkalmaztak
nyarak populaciégenetikai és genotipus identifikacids vizsgalataiban.

A himaldjai elterjedési Populus ciliata RoYLE genetikai valtozatossagat vizsgaltak RAPD
analizissel Rajagopal és munkatdrsai Indidban (Rajagopal et al., 2000). A vizsgalatokat 25
egyeden 18 primer bevondsaval végezték. A kivalasztott primerek kozil 17, az amplifikalt
156 DNS szekvencia kozil 111 mutatott polimorfizmust. Konkrét értékek ismertetése nélkil
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magasfoku diverzitastrdl szamoltak be a kutatdk, megallapitva, hogy a Jaccard koefficiens
alapjan szerkesztett dendrogram és a Jaccard-féle hasonldsdgi martix alapjan szamitott
fékoordinatak a foldrajzilag egymashoz kozelalld, illetve a hasonld 6koldgiai feltételek kozott
tenyészett egyedek kisebb genetikai tavolsagat jelezték.

RAPD és SSR markerek fajtaazonositdsra valé alkalmassagat bizonyitotta Rajora és
Rahman 17 euramerikai nyar kultivar bevonasaval végzett vizsgdlatukon (Rajora et Rahman,
2003). A 248 lokuszt reprezentadld 29 RAPD primer kozil az OPAO7 és OPB15 primerek
bizonyultak a leginformativabbnak, mindkett6 esetében 15 fajtaspecifikus allélt mutattak ki
a kutaték. Az ‘Ostia’ és ‘Canada Blanc’ fajtak kivételével ezen két primer felhasznalasaval
végzett RAPD analizis olyan egyedi allélikus mintdzatokat eredményezett, melyek alkalmasak
voltak a fajtak azonositasara. A vizsgdlt 17 euramerikai nyar hibrid megfigyelt genetikai
valtozatossaga alapjan a szerz6k azt az erdészeti szempontokat nélkil6z6 kovetkeztetést
vontak le, mely szerint ezen fajtdk klonkeverékébdl létesild lltetvényekben nem kell tartani
a genetikai diverzitds csokkenéstsl. Altalanosan elfogadott &llaspont ugyanis, hogy
nemesnyar fajtakat, els6sorban az egyes fajtak kozott fenndlldé novekedésbeli kiilonbséglik
folytan monokldn jelleggel célszer( telepiteni.

Ugyancsak fajtak elkilonitéséhez teszteltek RAPD primereket Lin és munkatarsai (Lin et
al., 1997). Az 55, tobbek kozott euramerikai és interamerikai (Populus x interamericana
BROCKH.) klénokat is tartalmazd nyar genotipus 17 RAPD markerrel végzett vizsgdlata soran 4
marker (Chl-1, Deca-2, Deca-7, Deca-10) elegendbének bizonyult egyedi allélmintazat
kimutatasara, ezaltal a klonok elklilonitésére.

Sanchez és munkatdrsai kilonb6z6 nyar fajok azonositdsahoz teszteltek RAPD
primereket (Sanchez et al., 1998). 4 faj (Populus nigra L., P. deltoides MARscH., P. alba L., P.
trichocarpa TORR. et GRAY), valamint a szlirke nyar 6sszesen 24 egyedét, illetve egy Leuce nyar
hibridet (Populus tremula L. x P. alba L. ‘Bolleana’ cv. Platero) magaban foglalé mintasoron
25 RAPD primer (OPN és OPA sorozatok) vizsgdlatat végezték el, melyek koziil 8-at
valasztottak ki a tovabbi elemzésekhez. A kivalasztott 8 primer koziil a gélelektroforézist
kovet6en egy mutatott polimorf savozottsagot, és bizonyult alkalmasnak az egyes fajok
elkiilonitésére. A tobbi nyar fajoktdl eltéréen, a Leuce nydrak esetében a hibrid egyedek
(szlirke nyar, 'Platero’ hibrid) savmintazata megegyezett valamelyik szil6 mintdzatdval, azaz
a kivalasztott primerrel (OPNO6) a hibrid egyedek nem voltak elkilonithetéek a szl
fajoktdl. Ezt a vizsgalati eredményt a kutatdk tobb lehetséges indokkal magyaraztak, ugy
mint a RAPD markerek domindns jellegével, azzal, hogy a vizsgalatba bevont hibrid egyedek
esetleg nem Fi-es hibridek voltak, hanem mar valamelyik szil6fajjal visszakeresztezddtek,
illetve hogy a fajmeghatarozas sordn egyes egyedeket tévesen itéltek hibridnek. A rezgd nyar
esetében a kutatok nem azonositottak olyan egyedi alléleket, melyek kizardlag e fajra lettek
volna jellemz6ek; azok az allélek ugyanis, melyek valamennyi rezgé nyar egyedben
megfigyelhet6k voltak, néhany fehér nyar kldnban is megjelentek. Az OPNO6 primer,
valamint ez 4&ltal egyéb primerek megbizhatésdgat a kutatdk az alapjan itélték
bizonyitottnak, hogy az egyes fajok kiilonb6z6 foldrajzi szdrmazasu egyedeinek RAPD
mintazata rendelkezett k6z6s motivumokkal. A kutatas pozitiv eredménye, hogy sikerdlt
informativ primert kimutatni a vizsgdlt 25 kozil, ugyanakkor én elhamarkodottnak latom az
egy primerrel végzett vizsgdlatok alapjan a hibrid egyedek esetében tett megallapitdsokat; a
Leuce hibridek azonositasat, jellemzését mindenképpen tobb genetikai markerre kell
alapozni.

Ugyancsak Sanchez és munkatdrsai vizsgdltdak kozép- és észak-spanyolorszagi
szarmazasu rezgl nyar allomanyok genetikai valtozatossagat RAPD markerekkel (Sanchez et
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al., 2000). Harom nagyobb régié nyolc tartomanyaban 6sszesen 89 idGs rezg6 nyar egyed
gyokérsarjairél gydjtottek leveleket a genetikai vizsgalatokhoz. A PCR reakciok soran
Osszesen 26 RAPD primert (Operon sorozat) teszteltek, melyek kozil négy mutatott
megfelel6 polimorfizmust (OPAO1, OPAO2, OPA10, OPP03). A négy primerrel végzett RAPD
vizsgdlatok alkalmaval nagy szamu egyed esetében figyeltek meg azonossadgot azok genetikai
mintazataban; vizsgdlataik szerint a mintdzott egyedek 36 %-a volt sarjeredet(, és csupan 64
%-uk rendelkezett egyedi allélmintazattal. A vizsgalt régiok koziil a Pireneusokhoz kozel
fekv6, észak-kelet-spanyolorszagi Huesca tartomdany rezg6 nyar populdcidja mutatta a
legnagyobb vdéltozatossagot (a megfigyelt kilonb6z6 allélmintazatok kozil ebben a
tartomanyban volt a legtobb megtalalhato).

Az Appennini-félsziget 6t nagyobb folydja mentén kijelolt fehér nyar torzsfak szabad
beporzdsu utédainak genetikai diverzitdsat vizsgdltak Sabatti és munkatdrsai RAPD
markerekkel, az egyes szarmazasok foldrajzi valtozatossaganak felmérése céljabol (Sabatti et
al., 2001). A vizsgalatokba 10 torzsfa 51 utddat, valamint két referencia klont (koztik a
Populus alba L. cv. Villafranca fajtat) vontak be; elektroforetikus mintdzatuk alapjan 15 RAPD
primert valasztottak ki az elemzéshez. A vizsgdt 71 RAPD szekvencia kozil 57 mutatott
polimorfizmust az egyedek kozott. A kimutathatd polimorf fragmentek szamat tekintve a
Sinni folyd (47) mell6l szarmazé csalddok bizonyultak a legdiverzebbnek, mig az Arno folyd
mellettiek (30 fragment) a legkevésbé valtozatosnak. Az egyes szdrmazasok genetikai
kapcsolatanak elemzéséhez a Jaccard-féle hasonldsagi indexet hasznaltak. Az index értékek
alapjan szerkesztett dendrogramon jél elkiiloniiltek a kiilonb6zd foldrajzi térségekbdl (Eszak-
Olaszorszag, Appenninek, Dél-Olaszorszag) szarmazé egyedek.

2.2.2.4. SSR

A mikroszatellit vagy SSR (Single Sequence Repeat) DNS az eukaridta genom nem kddold
régioiban nagy képiaszamban jelenlévé, egyenletes eloszlast és nagy polimorfizmust mutato,
2-5 bazisparbdl allg, atlagosan 20-40 bp hosszUsagu ismétlédés (Hajosné Novak, 1999). A
mikroszatellitek hatdrszekvencidira tervezett primerekkel a DNS szakaszok konnyen
amplifikdlhaték, elvalasztasuk torténhet agardz és poliakrilamid gélen, illetve tekintettel a
vizsgdlati mddszer automatizalhatésagdara, hagyomanyos elektroforetikus késziilékek mellett
szekvenaldkban is (Bisztray in Velich, 2001). Annak kdszénhet6en, hogy a mikroszatellit
szekvencidk jellemz6en a DNS legnagyobb diverzitdst mutatd régidi, az SSR alapu
markerezési technikak jol alkalmazhatdak egyedazonositas mellett rokonsagi/leszarmazasi
vizsgdlatokban is (Bordacs in Matyds, 2002). A nydrak esetében meghatarozott tobb mint
4100 SSR régiot sikerrel alkalmaztak QTL (Quantitative Trait Loci) régidk térképezésében és
vizsgdlatdban, populdcidgenetikai kutatasokban, tovabba egyes fajok térbeli genetikai
mintazatanak, genetikai diverzitasdnak és introgresszéjanak vizsgalataban (Drost et al. in
Joshi et al.,, 2011).

Van der Schoot és munkatarsai Populus nigra L. mikroszatellit lokuszokat klénoztak és
szekvenaltak, majd az azonositott dinukleotid imétlédésekre primereket terveztek STMS
(Sequence Tagged Microsatellitre Sites) vizsgalathoz (van der Schoot et al., 2000). 9 primert
23 fekete nyar klén felhasznaldsaval teszteltek, mely sordn az amplifikalt szekvencidk
magasfoku polimorfizmust mutattak a klonok kézott.

Magasfoku diverzitdst mutatott ki a Drone-folydé mentén mintazott Populus nigra L.
populacidk kozott Imbert és Lefevre 6 SSR marker felhaszndlasaval (Imbert et Lefevre, 2003).
Vizsgdlataik a folyé alpesi szakaszan magasabb géndramlast feltételeznek, ami a
folyddinamika folytan rendelkezésre 3all6 nagyobb kiterjedésl él6helyeknek kdszonhetd.
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Kutatdsuk egyik érdekessége, hogy a vizsgalt 652 magonc kozott nem taldltak nemesnyarak
altal introgresszalt egyedet, ami egybecseng Vanden Broeck és munkatdrsai altal tett
megallapitassal, mely szerint az introgressziéhoz magas hibrid eredet( és igen alacsony nigra
eredet( pollenszintre van sziikség (Vanden Broeck et al., 2004).

Harom szekcidba (Aigeiros, Leuce, Tacamahaca) tartozo 6 faj (Populus deltoides MARSCH.,
P. nigra L., P. grandidentata MICHX., P. balsamifera L., P. maximowiczii HENRY, P. trichocarpa
TORR. et GRAY) Osszesen 96 klonjanak allélmintazatat vizsgalta Rahman és Rajora 10 SSR
primer alkalmazasdval (Rahman et Rajora, 2002). Valamennyi kivalasztott primer polimorf
allélmintazatot adott legaldabb egy faj esetében. A Jaccard-index alapjan szerkesztett
dendrogram, bar a fajoknak megfelel6 klasztereket képzett, kisebb genetikai tavolsagot
mutatott a P. grandidentata MIcHX. és a P. balsamifera L. csoport kozott, mint az egy
szekciéba tartozé P. balsamifera L. és P. maximowiczii HENRY koz6tt. Ugyancsak érdekesség,
hogy harom P. balsamifera L. klont a P. trichocarpa TORR. et GRAY klasztrebe sorolt, ami
klonkeveredésre utalhat. Barrett és munkatarsaival ellentétben (Barrett et al., 1993) a
kutatok nem taldltak allélmintazatbeli kiilonbséget P. deltoides MARSCH. var. deltoides és P.
deltoides MARSCH. var. occidentalis klonok kozott.

Magas vart heterozigociat (He=0,603) és mas rezgd nyar fajokkal (Populus tremula L., P.
tremuloides MICHX.) Osszevetve magas populdciok kozotti genetikai diverzitast (Rst=0,213)
mértek Lee és munkatdrsai 6t dél-koreai Populus davidiana DODE [Populus tremula var.
davidiana (Dode) C. K. SCHNEID.] populacid 5 SSR markerrel végzett vizsalata soran (Lee at al.,
2011). Utdbbi értéket a faj elterjedési teriiletének marginalis zénajaban taldlhatd elszigetelt
populacidk kozott fellépett genetikai drifttel magyaraztak.

Négy mikroszatellt lokuszt azonositottak sajat készitésl részleges Populus tremuloides
génkonyvtar elemzésével Dayanandan és munkatarsai (Dayanandan et al., 1998). A két-két
di- és trinukleotid SSR lokuszra tervezett primerekkel 36 P. tremuloides egyed elemzése
soran 34 egyedi allélmintazatot mutattak ki. A primereket egyéb nyar fajokon is tesztelték [P.
deltoides MARSCH., P. nigra L., P. maximowiczii HENRY, P. x euramericana (DODE) GUNIER], mely
soran a PTR2 mind a négy, mig a PTR4 lokusz harom faj [P. nigra L., P. maximowiczii HENRY, P.
x euramericana (DODE) GUINIER] esetében mutatott amplifikaciét. Utdbbi alapjan a szerz6k
megerdsitettnek vélik Barrett és munkatdrsai (Barrett et al., 1993) 3ltal tett megallapitast,
mely szerint a P. nigra L. és P. maximowiczii HENRY genetikailag kdzelebb all a P. tremuloides
MIcHX.-hez, mint a P. deltoides MARSCH.

Finnorszagi rezgé nyar allomanyok térbeli genetikai strukturdjanak vizsgdlatdhoz
alkalmazott SSR markereket Suvanto és Latva-Karjanmaa (Suvanto et Latva-Karjanmaa,
2005). Emberi behatastél mentes és erdé6midiveléssel érintett erdGallomanyokbdl gydjtott
mintakat értékeltek 9 SSR lokusz alapjan. Korabbi kutatasokkal ellentétben magas
hektaronkénti klonszamot (12,7) és alacsony klononkénti egyedszamot (2,1) allapitottak meg
a vizsgalt blokkokban (a vizsgalt paraméterek tekintetében jelentls kiilonbséget nem
mutattak ki a természetes és a kezelt erd6allomanyok kézott). A Moran | mutaté [a terileti
autokorreldcios vizsgdlatokban hasznalt, az egyes teriletegységek szomszédos teriletekhez
viszonyitott intenzitasértékeit leird statisztika (Toth, 2003), amely allélfrekvencia értékekkel
is értelmezhetd (Hardy et Vekemans, 1999)] 10 méteres tdvolsag-egységekben szamitott
értékei alapjan az els6 10 méteren beliil elhelyezked6 egyedek allélmintdzata mutatott
pozitiv autokorrelaciot (volt kozel rokonnak vagy azonos kldhoz tartozénak tekinthetd). Ezt a
szerz6k azzal magyarazzak, hogy erdétliz vagy széldontés okozta a kis terileti kiterjedésd
allomanypusztuldsok rekolonizacidja soran megjelen6 rezg6 nyar magoncokra hatdé azonos
kornyezeti nyomas (szelekcid) hasonld allélszerkezetl egyedek fennmaradasat segitette el6.
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Ezzel szemben, véleményem szerint, sokkal inkabb arrdl lehet sz, hogy az Ures teriletek
rekolonizacidjaban dont6 mértékben a legkozelebb allo ivarérett néivari egyed utddai
vettek részt, és ez okozza a hasonld genetikai mintdzatot. Kiilon érdekessége a kutatasnak,
hogy a vizsgalatba bevont egyedek atlagos kora a bolygatatlan erdéallomanyokban 152 és
129 év volt (15 cm-es mellmagassagi atmérds felett keriltek értékelésre az egyedek), ugyanis
hazai viszonylatban 60 év feletti egyedek, koszonhet6en elsGsorban az Gket éré biotikus
karositasoknak, mar nagyon ritkdnak szamitanak (Gencsi et Vancsura, 1997).

A rezgl nyar spanyolorszagi f6ébb elterjedési terileteir6l szarmazé osszesen 82 egyed
SSR analizisét végezték el Gémez és munkatarsai, az egyes populaciok genetikai
valtozatossaganak felmérése, illetve in vitro géngylijtemény kialakitdsahoz felhasznalhaté
egyedek kijelolése céljabdl (Gomez et al.,, 2003). 6 mikroszatellit lokusz vizsgdlata soran
magas atlagos heterozigdciat allapitottak meg a populacidkban (Hex,=0,475), tovabba azon
kordbbi vizsgalati eredmény alapjan, mely szerint a lokalis elterjedés(i magas frekvenciaju,
illetve széles elterjedési, de alacsony frekvencidju allélek megé6rzése fontosabb, mint a
lokalis elterjedési alacsony frekvencidju alléleké (Brown, 1979 cit. Gomez et al., 2003), a
szerkesztett dendrogramon kis kapcsolddasi tadvolsdgot mutatd egyedeket (szamszerint 26-
ot) jeldltek ki az in vitro génbank kialakitasara a vizsgalt egyedek koziil.

159 szardiniai szarmazasu fehér nyar egyed mikroszatellit elemzését végezték el Brundu
céljabdl (Brundu et al., 2008). A polimorf mintdzatot mutatd 6t sejtmagi SSR lokusz elemzése
alapjan magas klonszamot azonositottak a kutatok, a 159 egyed minddssze 26 genotipushoz
tartozott. Ennek ismeretében kiilonosen érdekes, hogy a szamitott diverzitds értékekben
jelent6s eltérés nem volt megfigyelheté a szardiniai és egy észak-olaszorszagi populacio
(Ticino régid) kozott. A harom kloroplaszt mikroszatellit lokusz vizsgalata mindodssze harom,
egyébként csak a szardiniai fehér nyarakra jellemz6 halpotipust azonositott, mely alapjan,
illetve a sejtmagi DNS elemzése soran kimutatott két egyedi SSR allél figyelembe vételével a
szerz6k valdszinlsitik a sziget utolsd jégkorszak alatti refugialis szerepét a fehér nyar
esetében.

A Duna ausztriai folydsa mentén gydjtott egyedek bevondasaval vizsgaltdk van Loo és
munkatdrsai fehér nyar és a sziirke nyar szubpopulacidk térbeli genetikai szerkezetét (van
Loo et al., 2008). A vizsgdlatokba 3 szubpopulacié Osszesen 407 egyedét vontdk be, a
molekularis genetikai vizsgdlatokat pedig 19 SSR markerrel végezték, melyek mindegyike
polimorf allélmintdzatot mutatott. A fehér nyar és a szilirke nyar esetében kozel azonos
klénaranyt mutattak ki (21 és 24%), a kloncsoportok kiterjedése ugyanakkor a sziirke nyar
esetében nagyobb volt. A térbeli genetikai szerkezet jellemzésére Vekemans ér Hardy altal
kifejlesztett, a paronkénti rokonsagi koefficiens egyedek kozotti tavolsagfiiggs valtozasat
leird Sp értéket (Vekemans et Hardy, 2004) alkalmaztak. A sziirke nyar esetében mintegy
haromszor nagyobb Sp értéket mutattak ki a kutatdk (mind egyed-, mind genotipus szinten),
amit a fehér nyar sziil6vel visszakeresztez6dott egyedek térbeli eloszlasaval, valamint a
szirke nyar kléncsoportok nagyobb kiterjedésével magyaraztak.

Disszertaciom témadjahoz nagyban hasonld kutatasrél szamoltak be Lexer és munkatarsai
(Lexer et al., 2005). A fehér és a rezgd nyar kozott lejatszodod hibridizacios viszonyonyokat
vizsgdltdk a Duna Bécs kornyéki szakasza mentén fellelheté hibridizaciés zéndban. A
vizsgdlatokba a zéndban kijelolt 20-20 fehér és rezgd nyar, illetve 93 szlirke nyar egyedet,
valamint egy romaniai fehér nyar és egy karintiai rezgé nyar referencia populaciébdl
szarmazo 20-20 egyedet vontak be. A molekuldris genetikai vizsgalatok soran 20 sejtmagi
SSR lokusz és 8 kloroplaszt DNS fragmenthossz polimorfizmus elemzését végezték el. A 20
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polimorf SSR lokusz elemzése sordn a rezgd nyar esetében mérték a magasabb diverzitds
értékeket a két alapfaj kozul, mig a szlirke nyar koztes értékeket adott [vart és megfigyelt
heterozigdcia, valamint a legkisebb mintaszdmra korrigdlt allélikus gazdagsag (allelic
richness, atlagos lokuszonkénti megfigyelt allélszam, melynek értékét, tekintettel annak
mintaszamtdl valé fliggésére, célszerli a vizsgalt populaciokban a legkisebb
populaciéméretre redukalni; Hedrick, P. W., 2011) tekintetében]. Az allélfrekvencia értékek
alapjan szamitott egyedbesorolds szerint a vizsgalt sziirke nyar egyedek a fehér nyar felé
integradalédd hibridcsoportként mutatkoztak, jelezve, hogy a hibrid rajt zomében a fehér
nyarral visszakeresztez6dott egyedek alkotjdk. A PCR-RFLP vizsgalat sordan 8 haplotipust
azonositottak a szirke nyarak kozott, melyek kozil hat volt fehér és egy rezgb nyar eredetd,
mig egy (H16) mindkét klaszterben el6fordult, amit a szerz6k Gsi eredetli polimorfizmusnak
tartanak. Az introgresszid uralkodd iranyat, mely szerint a rezg6 nyar a pollenadé és a fehér
nyar pedig a pollenfogadd sziilG, a szerz6k citoplazmatikus inkompatibilitassal magyarazzak.

Ugyancsak az emlitett fehér és rezg6 nyar populdcidk, valamint a Duna menti
hibridizaciés zéna egyedeinek 19 mikroszatellit markerrel végzett elemzése sordn jelentls
allélfrekvencia kilonbséget mutattak ki a kutatdk a két alapfaj egyedei kozott (Lexer et al.,
2007). A Bayes-féle genetikai szerkezet analizis sordn a hibridizaciés zéndval szomszédos
szubpopulaciék panmiktikus egységként mutatkoztak, ami megerGsitette azt a korabbi
feltételezést, mely szerint két faj szomszédos allomanyai k6zott magas szintl génaramlas all
fenn.

Tobbek kozott 83 mikroszatellit marker bevondsaval végzett Gjabb elemzés soran magas
erGsen differencidlt lokusz ardnyt (35%) mutattak ki a fehér nyar és a rezg6 nyar kozott Lexer
és munkatarsai az emlitett ausztriai hibridizacidos zéndban, ugyanakkor a nagy szamban
felfedett alacsony fajok kozotti diverzitast mutatd lokuszok jelenlétét kordbbi alkalmi, de
tartds fajok kozotti introgresszidra vezették vissza (Lexer et al., 2010).

Egy els6 generdcios (Fq-es) szirke nyar és egy fehér nyar klén keresztezésébdl szarmazé
86 BCi-es egyed finomléptékl genetikai vizsgalatat végezték el Macaya-Sanz és munkatarsai
(Macaya-Sanz et al., 2011). A 86 SSR és 13 EST (Expressed Sequence Tag) markerrel végzett
vizsgdlat sordn hat kromoszémahoz koétheté 13 marker mutatott szignifikans szegregacio-
torzulast, amely Osszességében a polimorf lokuszok 20%-at tette ki. A 13 lokusz kozdl 12
esetében mutattak ki a kutaték szignifikans rezgé nyar alléldominanciat, melyet episztatikus
génkocsonhatdsra, overdominancia vagy heterozigdta elény jelenlétére, illetve citoplazma-
sejtmag kolcsdnhatdasra, vagy ezek kombinacidjara vezettek vissza.

2.2.2.5. AFLP

A PCR-RFLP moddszerhez hasonldéan az AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism)
markerezési technika is 6tvozete az endonukleazokkal torténé DNS emésztésnek és egy PCR
reakcidnak. A mddszer lényege, hogy a PCR reakciot megelSzen a sejtmagi DNS-t egy gyakran
és egy ritkdn hasitd restrikcios endonukleazzal hasitjak. Ezt kovet6en a hasitott
fragmentumok végeire specidlis kettds fonalu szekvencidkat (adaptereket) ligdlnak. A PCR
reakcié sordn olyan szelektiv nukleotidokkal ligdlt primereket hasznalnak, melyek a
restrikcios fragmentumok hasitdsi helyeinek csak egyikéhez tudnak kapcsolddni (Hajésné
Novak, 1999). A mddszer elénye, hogy a restrikcids enzimekkel be lehet allitani a keletkez6
fragmentumok szamat, hatranya, hogy az AFLP markerek domindns oroklédéstiek, azaz
kozvetlenill nem alkalmasak heterozigdta lokuszok vizsgalatara.

66 koztermesztésben lévé nydr fajta genetikai azonositdsat végezték el AFLP és SSR
markerek felhasznaldsaval Fossati és munkatarsai (Fossati et al., 2005). Bar a harom AFLP
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primerparral és 6 SSR primerrel végzett elemzések nagyban hasonlé eredményeket
mutattak, a mikroszatellit analizis bizonyult jobb felbontdképességlinek ('I-262’/’1-455’ és
’Robusta’/’Hejdemij’ fajtdak az AFLP analizissel nem voltak egymastdl elkiilonitheték). A
harom primerparral végzett AFLP elemzés 0Osszesen 201 értékelheté fragmentumot
eredményezett, a Jaccard koefficiens értékek alapjan végzett f6komponens analizis pedig
aldtamasztotta a moddszer fajtaazonositasra vald alkalmassagat (a két elsé fékomponens
értékeikkel dbrazolt fajtdk szarmazasuknak megfelelé hatarozott halmazokba tomoriltek).

Populus deltoides MARSCH., P. nigra L. és P. trichocarpa TORR. et GRAY genetikai
kapcsoltsagi térképének elkészitéséhez hasznaltak AFLP és SSR markereket Cervera és
munkatdrsai (Cervera et al., 2001). Harom klén felhasznalasdval képzett két csalad (Populus
deltoides cv. S9-2 x P. nigra cv. Ghoy; P. deltoides cv. S9-2 x P. trichocarpa cv. V24) utddainak
(127, illetve 105 egyed), valamint a szlil6k értékeléséhez csalddonként 50, illetve 41 AFLP
primer kombinaciét hasznaltak. A kapcsoltsagi térképek készitéséhez felhasznalt AFLP
markerek eloszlasat, tébbek kozott Pearson-féle korrelacids egylitthatdval is ellendrizték; a
vizsgdlat eredményeképpen megdllapitottdk, hogy a markerek véletlenszer(i eloszlast
mutatnak a kapcsoltsagi csoportokban.

Ugyancsak Cervera és munkatdrsai vizsgdltdk 27 nyarfajhoz tartozé 171, valamint 3
interspecifikus hibridhez tartozé 7 egyed (klén) felhaszndlasaval az egyes nyarfajok genetikai
és filogenetikai kapcsolatat AFLP markerek segitségével (Cervera et al., 2005). Az értékelés
alapjat az 6t primer kombindcidoval végzett szelektiv amplifikacié sordn kimutatott 151
polimorf AFLP marker (allél) képezte, az egyes egyedek genetikai kapcsoltat a Dice- és
Jaccard-féle hasoldsagi egyitthatéval jellemezték. Kutatdsuk szamos érdekes eredményt
hozott. A Tacamahaca szekcidba tartozd Populus koreana REHD. és P. maximowiczii HENRY
magasfokd genetikai kapcsolatot mutatott; e két faj Eckenwalder szerint a P. suaveolens
FIsHER fajjal tekinthet6é azonosnak (Eckenwalder, 1996 cit. DiFazio et al.,, 2011). AFLP
mintazata alapjan genetikailag a Leuce szekciéba tartozd japan rezg6é nyar (P. sieboldii
MIQUEL) a Tacamahaca szekcidba tartozd P. trichocarpa TORR. et GRAY és a P. balsamifera L.
kozott helyezkedik el, ami fajtakeveredést feltételez, mint ahogyan az is, hogy az Aigeiros
szekcién belll a P. fremontii S. WATSON a P. deltoides MARSCH. és a P. nigra L. hibridjének
bizonyult (utébbi tévedést maguk a szerz6k is valdszindsitik). A legvéaltozatosabb, egyben a
leghatdrozottabban elkiloniilé csoportot a Leuce szekcidba tartozd fajok, illetve egyedek
mutattak. A szlirke nydr koztes elhelyezkedést mutatott a fehér és a rezg6é nyar kozott a
filogenetikai torzsfan. A P. tremula AFLP mintazata alapjan nagyfoku hasonlésagot mutatott
a P. tremuloides MicHX. —szel, amit a szerz6k kozos 6stdl vald szarmazasra vezetnek vissza,
ugyanakkor, tekintettel arra, hogy ezen két fajhoz allélmintdzata alapjan a P. davidiana
SCHNEID. is nagyon kozel all, eredményeikkel a szerz6k alatamasztani vélik Eckenwalder azon
felvetését, mely szerint mindharman egy fajhoz tartoznak (Eckenwalder, 1996 cit. Cervera et
al., 2005).

Az Aigeiros szekcidba tartozé eurdpai fekete nyar és hibrid nyarak kozotti introgresszid
mértékét vizsgaltak Smulders és munkatarsai Hollandidban a Rajna és mellékfolydi mentén
gyUjtott fekete nyar mintakban, AFLP és SSR markerek segitségével (Smulders et al., 2008).
Az egy primer kombinacéval végzett AFLP analizis alkalmasnak bizonyult a hibrid egyedek
kimutatasdra. Az el6zetesen kimutatott 51 AFLP szekvencia koézil 48 mutatott
polimorfizmust az egyedek kozott, és bar csak egy szekvencia bizonyult Populus nigra L.
specifikunak, a tobb informativ sdv esetben megfigyelt frekvencia kiilonbségek lehetévé
tették az introgresszio-mentes és hibrid egyedek kimutatasat. A hibrid jellegli egyedek
besoroldsat NewHybrid 1.0 programmal végezték a kutatdk; ez a progam az egyedeket
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allélfrekvencia értékeik alapjan osztdlyozza, és alkalmas olyan markerek értékelésére is,
melyek nem mutatnak hatdrozott mintazatbeli elkilonilést a sziil6fajok kozott, illetve olyan
esetek vizsgdlatara is, mikor a sziil6fajok allélmintazata nem ismert (Anderson et Thompson,
2002). Az AFLP vizsgalat soran mutatott allélfrekvencia értékeik alapjan a vizsgalt 44 egyed
koziil 24 bizonyul introgresszié-mentes tiszta fekete nyarnak, 13 Fi-es hibridnek, 5 nigra-aval
visszakeresztez6dott egyednek, mig ketté tiszta deltoides-nek.

A Ticino-folyd menti fehér nyar allomanyok introgresszaltsagat vizsgaltak Fossati és
munkatdrsai AFLP és SSR markerekkel (Fossati et al., 2004). Referenciamintak bevondasaval
tesztelt 3 AFLP primerpar 133 értékelhet6 fragmentumot eredményezett, melyek kozil 113
bizonyult polimorfnak. A fragmentumok kozott 23 mutatott fajspecifikussagot (14 volt
jellemzd a rezgd nydrra, mig 9 a fehér nydr mintdkra). Az ot vizsgdlt SSR régio kozil kett6
mutatott a PCR reakciét kovetben fajspecifikus alléleket. Az AFLP vizsgalat soran kimutatott
allélfrekvencia értékek alapjan szamitott Jaccard-féle hasonldsagi egyitthatdé bevondsaval
hasonldsagi matrixot szamitottak, mely alapjan f6komponens analizist végeztek a kutatok. A
legnagyobb diverzirdst mutato elsé két fékomponens értékeik alapjan abrazolva a vizsgalt 50
természetes eredetl fehér nyar kozil 35 bizonyult introgresszio-mentes egyednek, 13 a két
alapfaj kozotti koztes elhelyezkedése alapjan Fi-es, mig ketté a fehér nyar szil6vel
visszakeresztez6dott (valdszinlleg BC;-es) hibridnek.

2.2.2.6. SNP

Az SNP (Single Nucleotide Polymorphism) nem mas, mint két egyed DNS-ének egy
bazisbeli eltérése. Ugyanakkor az egy bazisbeli eltérést abban az esetben tekinthetjliik SNP-
nek, ha annak frekvencidja az adott populdcidban meghaladja az 1%-ot (Brooks in Kwok,
2003). A DNS lancban bekovetkez6 SNP hatassal lehet egyes fehérjék miikodésére,
szabdlyozasara és expresszidjara. A genomban elG6forduld SNP-k kimutathatéak tobbek
kozott SSCP (Single-strand Conformation Polimorphism) modszerrel (Tahira et al. in Kwok,
2003), vagy PCR reakciot koveté DNS szekvenaldssal (Kwok et Duan in Kwok, 2003). Az SSCP
modszer lényege, hogy hevitéssel denaturdlt PCR amplifikdtumokat nem denaturald
kornyezetben, poliakrilamid gélen valasztanak el, ahol az egyszdlas DNS lancok az 3ltaluk
tartalmazott komplementer bdzisok révén sajat magukkal hibridizalnak. Az igy létrejott
masodlagos strukturdk elektroforetikus mobilitasa eltér6, amely lehetévé teszi a DNS
lancokban fellelhet6 szekvencia eltérések detektalasat (Glaubitz et Moran in Young et al.,
2000). Az SNP-k potencidlisan a legjobb genetikai markerek, koszénhet6en nagy szamuknak
a genomban, valamint adaptiv jellegekkel vald kapcsolatuknak (Gonzalez-Martinez et al.,
2006).

Nyolc Populus balsamifera L. populdcid nukleotid diverzitasat értékelték Breen és
munkatdrsai harom enzim lokusz elemzése alapjan (Breen et al., 2009). Az adaptiv
tulajdonsagok kifejez6désében szerepet jatszd enzimek [Alkohol dehidrogendz 1 (Adh1),
Glicerinaldehid-3-foszfatdz dehidrogenaz (G3pdh), abszcizinsav inszenzitivitds (ABI1B)]
lokuszaira tervezett primerekkel egyedenként 1827 bp hosszlUsdgu DNS szakaszt vizsgaltak,
melyekbdl 858 bp-nyi szekvencia jelentett kédolé régidt. A vizsgalat soran lokuszonként 5-8
SNP-t azonositottak. Az egyes populacidk genetikai diverzitdsat tobbek kozott a Nei-féle
nukleotid diverzitassal (Nei, 1987) is értékelték. A kutatdk ezen paraméter tekintetében a
referenciaként vizsgdlatba vont két masik észak-amerikai nyarfajhoz (P. trichocarpa TORR. et
GRAY, P. deltoides MARsSCH.) hasonld értékeket kaptak. Az eurdpai rezgé nyarral végzett
kutatasok eredményeivel valé 6sszevetés soran ugyanakkor a rezgd nyar populdciokéhoz
képest a P. balsamifera L. populaciék nukleotid diverzitdsa joval kisebb értéket mutatott
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(példaként Tapgh bats.=0,0022, Tts3pdh trem=0,0145). Az eurdpai fajhoz viszonyitott jelent8sen
alacsonyabb nukleotid diverzitdast a kisebb effektiv populaciomérettel magyardzzdk a
kutatok, amely a legutdbbi glacidlis okozta palacknyak effektusnak kdszonheté.

A nyarak esetében a rovid nappalok indukalta rigyképzésben és novekedés-
szabdlyozasban szerepet jatszé fitokrom B2 (phyB2) fotoreceptor fehérje lokusz genetikai
diverzitasat vizsgaltadk kilonboz6 foldrajzi szélességl rezgd nyar populacidkban Ingvarsson és
munkatdrsai (Ingvarsson et al., 2006). Két svédorszagi, valamint egy-egy ausztriai és francia
populacio vizsgalva kézepes nukleotid diverzitast allapitottak meg (mynys2=5,96-7,24 x 103),
tovabba a vizsgalt 9 SNP kozil négy esetében mutattdk ki azok frekvencidjanak foldrajzi
szélesség fliggl klindlis valtozatossagat (a svédorszagi mintak esetében).

Svédorszagi rezgé nyar géngylijteménybdl szarmazd 12 egyed phyB2 lokusz koriili
régiojanak osszesen 800 pb hosszusagl DNS szakaszanak diverzitdsat vizsgdltdk ugyancsak
Ingvarsson és munkatarsai (Ingvarsson et al., 2008). A vizsgdlt régidban 29 SNP
azonositottak; a phyB2 lokuszon kordbban azonositottakkal egyltt Osszesen 42 SNP
étékelése soran 8 esetében mutattak ki klindlis valtozatossagot a szarmazasi hely foldrajzi
szélessége és az allélfrekvencia értékek kozott. A nyolc kdzil hdrom SNP, melyek a phyB2
régioban helyezkedtek el, a tObbszorés tesztelésen alapuld korrekciét kovetGen is
szignifikans kapcsolatot mutatott a foldrajzi szélesség adatokkal, ami a fotoperiodikussaggal
kapcsolatos adaptiv genetikai differencidlédasra utal.

Ugyancsak az emlitett svédorszagi rezgé nyar gydjteménybdl szdrmazd mintdk
felhaszndlasdval vizsgdltdk Ma és munkatdarsai a fotoperiodikussagal kapcsolatos
génszabalyozasban résztvevé enzimlokuszok genetikai és klindlis valtozatossagat (Ma et al.,
2010). 23 fotoperiodikus génszabdlyozasban részt vevé enzimlokuszon 113, mig a
kontrollnak valasztott, az emlitett szabalyozdsban részt nem vevé 21 lokuszon 93 SNP-t
azonositottak. A vizsgalt rezgé nyar populdciok kozott a fotoperiodikus és kontrol SNP-k
tekintetében sem szignifikdns diverzitds (Fsr=0,018, illetve 0,016), sem szignifikdns vart
heterozigdcia kilonbség nem volt kimutathatd. Az Fsr értékek heterogenitas vizsgdlata
ugyanakkor mar szignifikdns differenciat mutatott a két csoport kozott, jelezvén, hogy a
fotoperiodikus SNP-k heterogenitdsa nem a genetikai diverzitasbeli kilonbségekbdl
szarmazik. Ot, a fotoperiodikus génszabdalyozasban résztvevs lokuszokhoz kétheté SNP
esetében mutattak ki figgetlen kapcsolatot a ndvekedés lezadrasaval, és 6sszességében négy
SNP esetében volt klindlis valtozatossag kimutathato.
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3. Anyag és mddszer

3.1. Mintafdk kijelolése, levélminta-gydijtés

2006 és 2009 kozott osszesen 931 mintafat jeldltem ki a Dunantulon, érintve lehet6ség
szerint minél tobb olyan tajegységet, melyekre jelent6sebb fehér nyar és rezgl nyar
el6fordulas jellemz6. A mintagyljtés alkalmaval érintettem igy a Dravamenti-siksdg, a
Villanyi-helység, a Mecsek, a Baranyai-dombsag, a Zselic, a Dunamenti-siksag, a Kils6- és
Bels6-Somogy, a Keszthelyi-hegység, a Balatoni-medence, a Magas-Bakony, a Déli-Bakony, a
Balaton-felvidék és a Szigetk6z erdészeti tdjakat (a mintagyljtés helyszineit az 1. abra
szemlélteti). Ugyanakkor szamos fontos fehér és rezg6 nyar populdciét nem allt médomban
mintazni, melynek elsésorban anyagi eredetli okai voltak. igy nem keriilt vizsgalat ald a
Nyugat-Dunantul és a Duna-mente jelentls része sem. Amint erre lehet6ségem adddik, a
kimaradt populdciok vizsgalatat is szeretném elvégezni.

A mintafak kijelolése soran azon kozépidds, idGs egyedek keriltek kivalasztasra, melyek
Uzemtervi adatok, a helyi szakemberek ismeretei, vagy elhelyezkedésik alapjan természetes
eredetlinek bizonyultak. Végs6é soron azon egyedet tekintettem természetes eredetiinek,
melyet Onveténylilésb6l szarmazdénak, vagy egy kordbban elpusztult egyed gyokérsarj
utodjanak itéltem. Ezek figyelembe vételével gyljtésem elsGsorban mas féfafajok alkotta
erd6allomanyokban elegyfaként megdrzott, illetve erd6szegélyben, tisztason allo fakra,
illetve néhany esetben természetes uton felujitott (sarjaztatott) fehér vagy szirke nyar
allomanyokban allé6 egyedekre terjedt ki.

A telepitett Leuce nyéar allomanyokban | &%, ; 1 ,« A, o gy | D)
valé kijelolést lehetéségekhez mérten g
keriltem, de kivételes esetekben erre is
keriilt sor (pl. a Dunamenti-siksagon). A
szempontjaimnak leginkdbb megfeleld
egyedeket tartalmazé  erd@részletek, 9y
tertiletek felkeresésében helyi erdész L it
vagy természetvédelmi szakemberek i o 3‘
voltak a segitségemre. A mintafa kijel6lés m\_g

At

soran egy tombbdl vagy erdérészletbdl o e ‘i IR O ol
legfeljebb hdrom mintafét valasztottam . % o I o 9
ki, a nagy Kkiterjedés(i sarjcsoportok w"m[\‘_“ N L Vs
mintazasanak elkeriilése végett, illetve sl |y = Y
abbdl a megfontoldsbdl, hogy a
rendelkezésemre 4ll6 id6szakban a lehet6
legnagyobb terileten végezzek gyujtést.
Amennyiben egy erd6részletben t6bb
egyed kozul volt lehetG6ségem vdélasztani

(magasabb elegyarany vagy fé6fafajként = & = v & - R e

s
Yopmegr
]

P, !
s, AN Py . "7

gyalls

Kamdram

-

~Dups Sele

valdo jelenlét esetében), Ugy olyan 1.3bra: Amintafik elhelyezkedése (megjegyzés: a
egyedeket jeldltem ki, melyek felsg balaton-felvidéki mintafik az alacsony mintaszam miatt

lombkoronaszintben elfoglalt helyzetik, nem kerilltek vizsgalatra)

méretlik és egészségi allapotuk alapjan valdszin(sithet6en hosszabb tavon is aktivan részt
vesznek a lokalis génaramldsi folyamatokban. A kivdlasztott mintafakat szines festékkel
megjeldltem, rogzitettem elhelyezkedésiik GPS koordinatait, tobbukrél irasos és fényképes
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dokumentdciét készitettem. A mintafakrél agnyesé olld6 segitségével 4-6 méteres
magassagbdl olyan agakat metszettem, mely lehet6ség szerint minél tobb révidhajtast
hordoztak. Ezen &gakrdl rovidhajtas leveleket gy(jtottem, kilon a genetikai, kilon a
levélmorfoldgiai vizsgalatokhoz. A genetikai vizsgalatok céljdra 1-2 ép, biotikus és abiotikus
karositasoktdl mentes, fiatalabb levelet valasztottam (a hosszuhajtasok pillassaga,
sz6rozottsége a DNS kivonas el6készitését neheziti). Az e célra gy(ijtott leveleket simitézaras
nejlontasakba helyeztem, és a laborba valé érkeztetésig 4 °C-on folyamatosan hitve
taroltam. A morfoldgiai vizsgalatok céljara 5-10, az egyedre jellemzé tipikus, ép, kifejlett
rovidhajtas levelet valasztottam; tobb esetben is tapasztaltam kisebb mértékl egyeden
belili rovidhajtas levél valtozatossagot, ezért a levélalak elemzéshez a legnagyobb szamban
el6forduld, altalam jellemzdének itélt levélalakokat valasztottam ki. Az allomanyban allé,
felszorult koronaju fakrdl sorétes fegyverrel tortént a mintagy(jtés, ami miatt altaldban
kevesebb levél allt rendelkezésemre a kell6 mintaszdm begyUjtésére. De ez esetekben is
torekedtem az ép, tipikus levélalakok kivalogatasara, és keriiltem a deformalt vagy
aszimmetrikus levelek kivalasztasat. llletve amennyiben a lehullott mintadk azt lehetévé
tették, a rovidhajtasokkal egyitt hullott leveleket gy(jtottem be. A morfoldgiai vizsgalatokra
gyUjtott leveleket a mintagy(jtés ideje alatt papirzacskdban, a barnulas elkerilése végett
hltSében 4 °C-on taroltam. A mintagydjtést kovetGen a leveleket préselve szaritottam, majd a
feldolgozasig papirzacskéban taroltam tovabb.

A mintafa kijelolés alkalmaval terepi fajbesorolast végeztem, mely sordn az egyedeket a
fehér nydr, rezgé nyar és szirke nyar taxon valamelyikébe soroltam. Szirkenyarként
hatdroztam meg minden egyedet, melyek koztes morfologiai jellegeket mutattak,
fliggetlendl attdl, hogy Fi-es, vagy valamelyik fajjal visszakeresztez6dott egyedként voltak
azonosithatdak. A besorolds alkalmaval a kovetkez6 morfoldgiai bélyegeket értékeltem:
hosszuhajtas és rovidhajtas levelek alakja, a hajtas sz6rozottsége, kéreg szine és habitusa.

3.2. Levélmorfolodgiai vizsgalatok

A genetikai és morfoldgiai vizsgalatokba a legydjtott 931 egyed koziil 439-et vontam be,
melynek elsGsorban szintén anyagi jellegli okai voltak (a genetikai vizsgalatok jelentds
koltségigénnyel birnak, melyek megszabtak az els6 korben vizsgdlhatd egyedek szamat). A
levélmorfoldgiai elemzéshez mintafanként a legjobb allapotban lévé 3-5 levelet valasztottam
ki, melyekrél ezt kovetéen Canoscan lide 20 tipusu szkennerrel, 300 dpi-es felbontassal
digitalis képet (jpeg) készitettem. A mintafanként kivalasztott levelek egy képre keriltek; a
kép a mintafa-azonositd mellett egy 30 x 30 mm-es méretstandardot is tartalmazott. A
levélmorfoldgiai vizsgalatok soran 0sszesen 2095 levél értékelését végeztem el.

Az elkészilt képeket Paint.NET 3.5.11 (dopPDN LLC, 2013) képszerkeszt6 programmal
készitettem el6 a morfometriai elemzéshez. A képszerkesztés soran eltdvolitottam a
levélnyelet, a leveleket fligglleges helyzetbe forgattam, majd a levelek sziluettjét egy Uj
munkalapra masoltam. A hatteret szlirke szinnel toltottem ki. Az eljards eredményeképpen a
levelek fehér szinl lenyomatat tartalmazo sziirke hatteres képet kaptam. Minderre azért volt
szikség, mert az alkalmazott morfometriai szoftver a képi szinek binarizdldsa sordn a
levélerek arnyékat megtartja, melynek eltavolitdsa a kés6bbiekben a levélalak enyhe
eroddalodasat vonhatja maga utan. A képszerkesztési eljaras el6tt allo képet, illetve az eljaras
végeredményét a 2. dbra szemlélteti.
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2. abra: A szkennelést kdvet6 és a morfometriai értékeléshez el6készitett kép

A tObb éves tarolas, illetve esetenként a gydjtési kortilmények miatt szamos levélen
levéllemez sériilések voltak megfigyelhetGk (repedések, torések, sorétnyomok). A vizsgalatra
kivalasztott leveleken 1évs sériiléseket a képszerkeszté program segitségével retusaltam. A
levéllemez digitalis modon torténd javitasat egy példan keresztil a 3. abra szemlélteti. A
retusdlason atesett képek alkalmassa valtak a morfometriai szoftverrel torténé elemzésre.
Tekintettel arra, hogy a morfometriai szoftver csak 24 bites bitmap formatumu képeket tud

kezelni, a képszerkesztés utan a

felvételeket ebben a formatumban
mentettem el.

A levél-morfometriai elem-
zéseket  Hiroyosi Iwata  altal
fejlesztett Shape 1.3 (Iwata et Ukai,
2002b) szoftvercsomaggal végeztem
Az elemzésekhez a kovetkez6

programokat hasznaltam:
ChainCoder, Chc2Nef, PrinComp,
PrinPrint. A programcsomag a kovetkez6 weboldalon érheté el: http://Ibm.ab.a.u-
tokyo.ac.jp/~iwata/shape/).

A mintafdk leveleir6l készitett bitmap fajlok elemzését a ChainCoder képelemzd szoftver
alkalmazasaval kezdtem. A program, tobb lépésben az eredeti képrdl egy binaris (fekete-
fehér) képet készit, mikdzben csokkenthets a képek altal esetlegesen tartalmazott képzaj
mértéke. A kép betoltését megel6zG6en a program nyitd panelén megadtam az alakzatok és a
hattér fényesség-viszonyat (esetemben a hattér volt sotétebb ténusu), a méretstandard
méretét, elhelyezkedését (bar levélméret meghatarozdst nem végeztem, annak
lehet6ségének fenntartdsa céljabol a kép jobb alsé negyedébe egy 30 x 30 mm-es
standardot helyeztem el). Ezt kbvetSen kivalasztottam az elemezni kivant képet. A betoltott
képen az elemzés elvégezhet a kép egy elemén, vagy az altala tartalmazott valamennyi
alakzaton (én természetesen a teljes kép elemzését végeztem el). A képrdl ,Gray Scale”
gombra kattintva sziirke arnyalatos képet készitettem, a gérdil6 savbdl kivalaszthatd additiv
alapszin alapjan (estemben, lévén, hogy fehér-sziirke képeket készitettem, a kivalasztasnak
nem volt jelent&sége, igy az alapbedllitast, tehat a voros szint hasznaltam). A kovetkez6
Iépésben megjelend szlirke drnyalatos kép pixel-ténus eloszladsat dbrazold hisztogram, illetve
az arnyalati hatarérték alapjan binarizalt fekete-fehér képet készitettem a levéllenyomatokat
tartalmazd abrardl. A fekete-fehér képen meglévd, az alakzatok korvonaldnak leirdsat zavaro

3. dbra: Levéllemez-repedés digitalis retusalasa
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szennyezGdések (képzaj) ezt kovetben két szlir6 segitségével is eltavolithatok, illetve
csokkenthetdk, attél fliiggben, hogy a képzaj milyen jellegl (porszemek, apré térmelékek,
hajszal eltavolitasdhoz az ,ero dil filter”, mig nagyobb kiterjedést foltok toérléséhez a ,,dil ero
filter” ajanlatos, a megfelel6 ismétlésszam beallitasat kovetben — tekintettel arra, hogy a kép
el6készités soran valamennyi zavard alakzatot eltdvolitottam, nem volt sziikséges a sz(ir6k
hasznalata). A kovetkezd |épésben a program tablazatos formdban megjelenitette az altala a
képen felismert alakzatokat (a méretstandarddal egyiitt), azok elhelyezkedését, valamint
pixel méretét (a gomb melletti mez6ben megadhatd, hogy mekkora pixel méret feletti
alakzatokat tlintessen fel a listaban). Ezt kovetéen a ,,Chain Coding” gombra kattintva a
program elkészitette a listdban szerepl6 alakzatok korvonalat leiré lanckdédokat (chain code;
Freeman, 1974), melyeket egyedenként mentettem el.

A lanckddokkal leirt levélkdrvonalak elliptikus Fourier leirdit (elliptic Fourier descriptor —
EFD) a Chc2Nef programmal dllitottam elS. A leirdok normalizaldsahoz a leghosszabb sugar
madszert (longest radius) és 75 harmonikust valasztottam a program kezdd paneljén. A
leghosszabb sugdr modszerrel torténé normalizalds soran lehet6ségem nyilt a levelek
megfelel6 irdnyba valdé forgatdsara (a levél korvonaldval harmonizalé elsé harmonikus
ellipszis kozéppontjatél legtdvolabb |évé pont nem minden esetben esett egybe a
levélcsuccsal). A megnyitandd chc fajl és a feldolgozas sordn létrehozasra keriilé nef fajl
nevének és helyének meghatdrozasat kovetGen el6ugré panelen elvégeztem a levelek
megfelel6 vizsgalati irdnyba forgatdsat. Minden egyes pozici6 mentésének alkalmaval a
program elmentette az adott levél harmonikusaihoz tartozd elliptikus Fourier
koefficienseket.

Az el6z6 programmal megallapitott elliptikus Fourier leirok fGkomponens analizisét a
PrinComp fajllal végeztem. A nef fajl megnyitasat kovet6en a megjelend parbeszédpanelen
kivalaszthatd, hogy a szimmetrikus vagy az aszimmetrikus koefficiensek elemzését kivanjuk-e
elvégezni kiilon (én az egylittes elemzésiiket valasztottam, azaz mind a négy feltlintetett
koefficienst kijeloltem). Ezt kovet6en a programmal elvégetem az elliptikus Fouier leirdk
f6komponens analizisét. A f6komponens analizis sordn a kovetkezd értékeket szamitotta a
program: elliptikus Fourier koefficiensek atlagai, szdérdsa, variancia-kovariancia matrixa, a
szamitott f6komponensek értéke, a levélalak valtozatossagara gyakorolt hatdsa szdzalékosan
kifejezve, valamint a f6komponens vektorok értékei. Az adatokat a szamitast kdvetGen txt
fajlba mentettem. A kovetkez6 |épésben a programmal kiszamitottam az egyes egyedekre
vonatkoztatott fGkomponens értékeket. Annak szemléltetésére, hogy az egyes
fékomponensek a levélalak mely részének valtozatossagat irjak le, a programmal abrazoltam
az atlagos f6komponens értékek alapjan szerkesztett atlagos alaku levél alakvaltozasait, az
egyes fGkomponensek értékeinek valtoztatdsa esetén (pozitiv és negativ kétszeres széras
figyelembe vételével).

3.3. Molekularis genetikai vizsgalatok

3.3.1. DNS kivonas

A DNS kivonas, valamint a molekularis genetikai vizsgalatok az Erdészeti Tudomanyos
Intézet Genetikai Laboratdoriumdban, a laboratdrium munkatarsai altal kertiltek elvégzésre. A
sejtmagi és kloroplaszt DNS kivonasa fagyasztva tdrolt révidhajtas levelekbdl tortént. A
kivondshoz a QIAGEN cég Dnease Plant Mini Kit-jét hasznaltuk. A tobb |épésbdl allo kivonasi
folyamat eredménye mintegy 200 ul nagy tisztasagi DNS oldat lett, melyet a tovabbi
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felhasznalasig hdtve taroltunk. A DNS oldatbdl 50 pl-i mennyiséget -80°C-on taroltunk
tovabb, az egyedek genetikai dllomanydnak megbrzése céljabdl.
3.3.2. PCR-RFLP vizsgélat

A vizsgalatokhoz négy kloroplaszt specifikus primerpar — restrikciés endonukledz
kombinaciot alkalmaztunk, melyek felsorolasat az 1. tdblazat tartalmazza.

. Restrikcids Vizsgalt fragmentumok Vizsgalt
cpPrimer . fragmentumok

endonukledz hossza (bp) ]

szama
trnTP + trnDP Hinfl 90-180 2
Rpl16R1516 + rpl16F71R Eco-Rl 310-380 5
Rps3f2 + ccmp10R Hha |l + Ssp | 205-320 5
ccmplOR + trnHM Msp | 285-385 7

1. tablazat: A PCR-RFLP vizsgalatokban alkalmazott primerparok és restrikciés endonukleazok

A primerek kivalasztasa Grivet és munkatdrsainak (Grivet et al., 2001), valamint Heinze
(Heinze, 2005, 2007) adatai alapjan tortént. Az amplifikaciéhoz szikséges, 100 mintara
szamitott PCR mix Osszetételét a 2. tdblazat tartalmazza. A PCR plate-re fulenként 1 pl DNS,
valamint 20 pl PCR mix kerilt felvitelre.

Osszetevd Mennyiség (ul)
5 x PCR puffer 400
Magnézium-klorid (25 mM) 160
Desztillalt viz 1312
dNTP (10 mM) 40
Taq polimeraz 8
Primer 1 40
Primer 2 40
Osszesen 2000

2. tablazat: PCR mix 6sszetétele

A Eppendorf Mastercycler Gradient készilékben végzett polimeraz

protokolljat 3. tadblazat tartalmazza.

lancreakcio

Lépés | HEmérséklet Mdvelet Id6tartam
1. 94°C Kezd6 denaturacié 3 perc
2. 94°C Denaturacio 50 mdsodperc
3. 70°C Visszah(ités 1 perc
4, 2-3. Iépés ismétlése 9-szer
5. 94°C Denaturacio 30 masodperc
6. 55°C Primerkot6dés 50 masodperc
7. 70°C Lanchosszabbitas 4 perc
8. 5-7. Iépés ismétlése 34-szer
9. 4°C ‘ Allandé hémérsékletd tarolas ledllitasig

3. tablazat: PCR-RFLP vizsgalat PCR protokollja
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A PCR reakcidot kovetéen az amplifikacié minGségét 1,5%-os agardz gélen (Roti®garose
NEEO, Roth GmbH) torténé gélelektroforézissel ellenériztiik. A mintdkat etidium-bromiddal,
a késdbbi vizsgalatok soran GelRed (Biotium Inc.) festettiik és UV fény alatt tettik lathatdva.
A gélekrél digitalis fényképet készitettlink.

A PCR amplifikdtumokat ezt kovetSen restrikciés endonukledzzal (vagy endonukleaz
parral) emésztettik. Az emésztéshez a 4. tablazatban szerepl6 0sszetevbket elegyitettiik (a
tablazatban az Mspl enzimmel tortén6 emésztés receptje taldlhaté, 100 mintara szamolva).

Osszetevd Mennyiség (ul)
10 x enzimpuffer 88
Enzim (Mspl) 5
Desztillalt viz 307
Osszesen 400

4. tablazat: A DNS emésztéséhez hasznalt enzimoldat 6sszetevdi (Mspl)

Két enzimmel tortént emésztés soran enzimenként 44 ul enzimpuffert adtunk az
oldathoz, illetve, tekintette arra, hogy a hozzdadott enzim mennyisége enzimenként
valtozott (0,04 ul Hhal, 0,05 ul Mspl, 0,05 ul Eco-RI, 0,07 pl Sspl, illetve 0,1 ul Hinfl
mintanként), a desztilldlt viz mennyiségét Ugy hatdroztuk meg, hogy az a teljes oldat
mennyiségét 400 ul-re egészitse ki (100 mintat figyelembe véve).

Az emésztéshez a mintakat plate-re vittik fel; zsebenként 5 pl DNS-t és 4 ul
enzimoldatot mértiink ki. A emésztés 37°C-on termosztat szekrényben tortént, legalabb 4
oran keresztil. Az emésztést kovets fragmentelvalasztas 1,75 %-os agardz gélen tortént. A
fragmentumok festését, detektdlasat és rogzitését a korabban ismertetett médon végeztik.

Az egyes fragmentek azonositasahoz Kodak 1D Image Analysis Software-t alkalmaztam.
A haplotipusok meghatdrozasat Fussi és munkatarsai (Fussi et al., 2010) altal alkalmazott
metodika szerint készitett sajat protokoll alapjan végeztem. A lokuszonként azonositott
informativ alléleket szamkddokkal lattam el (lokuszonként a legrovidebb fragmentektdl
indulva 1-t6l felfelé), majd az egyedek alléladatait a GenAlEx 6.5 progamnak megfelel6
formatumba szerkesztettem.

3.3.3. RAPD vizsgdlat

A RAPD vizsgdlatok soran 20 Operon primert teszteltiink (Eurofins MWG Operon,
http://www.operon.com/), melyek kézul 5 mutatott polimorfizmust (OPA1, OPD5, OPE9,
OPK8, OPK16). Az 6t primer kozil kettS bizonyult alkalmasnak a két faj elkiilonitésére, ezért
a RAPD elemzést a teljes vizsgalati mintasoron ezen két primerrel (OPD5, OPK8) végeztiik el.

A PCR reakcidhoz sziikséges PCR mix Osszetételét az 5. tablazat tartalmazza, 100 mintdra
szamolva. A PCR mixbd&l 13 pl-t mértink ki mintanként a PCR plate-re, melyhez 2 ul DNS
oldatot adtunk. A vizsgalatok sordn az Erdészeti Tudomanyos Intézetben Cseke Klara altal
kifejlesztett PCR protokollt alkalmaztuk, melynek leirasat a 6. tablazat tartalmazza.

A fragmentek elvalasztasa, festése és rogzitése a PCR-RFLP moddszer esetében
ismertetettel megegyez6 mddon tortént.

Az értékelésre keril6 fragmentek a prdbafuttatdsok sordn jél reprodukalhatdnak
bizonyult fragmentekbdl keriiltek kivalasztasra. A fragmentek meghatdrozasat, akarcsak a
PCR-RFLP vizsgalatok eredményeinek kiértékelése soran, Kodak 1D Image Analysis Software
segitségével végeztem. A felvételek értékelése soran a savok mindsége és polimorfizmusa

36



10.13147/NYME.2015.020

alapjan a két primer esetében 0Osszesen 41 fragmentumot valasztottam ki a késdbbi
értékelésekhez (OPD5 - 20 db, OPK - 21 db), melyek a kovetkez6 mérettartomanyban
helyezkedtek el: 200-535 bp (OPD5), illetve 170-620 bp (OPK8). A kivalasztott
fragmentumokat ezt kovet6en gélfotonként binarisan kddoltam. Az egyedek bindrisan kédolt
fragmentmintazatat a kiértékeléshez fajonként, illetve populaciénként Osszesitettem, és a
GenAlEx 6.5 programnak megfelel formatumba szerkesztettem.

Osszetevd Mennyiség (ul)
5 x puffer 300
Magnézium-klorid (25 mM) 90
Primer 150
dNTP 15
Taq polimeraz 15
Desztillalt viz 730
Osszesen 1300

5. tablazat: RAPD vizsgalathoz hasznalt PCR mix 6sszetétele

Lépés | HEmérséklet Mdvelet Id6tartam
1. 95°C Kezd6 denaturacié 15 perc
2. 95°C Denaturacio 1 perc
3. 38°C Bekotédés 1 perc
4, 72°C Lanchosszabbitas 2 perc
5. 2-4. |épés ismétlése 39-szer
6. 72°C Végs6 lanchosszabbitds ‘ 10 perc
7. 4°C Allandé h8mérséklet(i tarolas leallitasig

6. tablazat: RAPD vizsgalat soran alkalmazott PCR protokoll

3.3.4. SSRvizsgalat

Az SSR vizsgdlatokat 6 primer felhasznaldsaval végeztiik, melyek mindegyike polimorfnak
bizonyult a vizsgalt novényanyag tekintetében. A felhaszndlt primerek a kdvetkez6k voltak:
WPMS14, WPMS16, WPMS18, WPMS20 (WPMS sorozat Populus nigra L.-ra kifejlesztve, Van
der Schoot et al., 2000, Schmulders et al., 2001), valamint PMGC2060 és PMGC2163 (PMGC
sorozat, http://www.ornl.gov/sci/ipgc/ssr_resource.htm). A mikroszatellit vizsgalatok soran
alkalmazott PCR mix 0Osszetételét, valamint a PCR protokolt a 7. és 8. tdblazatok
tartalmazzak.

A PCR vizsgalatot kovetSen a reakcid sikerességét gélelektroforézissel ellendriztiik, a
kordbban ismertetett metddus szerint. A felszaporitott fragmentek elvalasztasa ABI PRIZM™
310 Genetic Analyzer késziilékkel tortént, a keletkezett fragmentek hosszanak
meghatdrozasa GeneMapper szoftver segitségével végezték a labor munkatarsai.

A GenAlEx 6.5 szoftverrel torténd elemzésre az egyedenkénti alléladatokat tadblazatos
formaba szerkesztettem, melyben minden egyes egyedhez hozzdrendeltem a hat lokusznak
megfelel6 6sszesen 12, hosszukkal jellemzett allélt.

37



10.13147/NYME.2015.020

Osszetevd Mennyiség (ul)
5 x puffer 3

Magnézium-klorid (1,5 mM) 1,5
Forward primer 0,4
Reverse primer 0,4
dNTP mix (10 mM) 0,25
Taq polimeraz 0,08
Desztillalt viz 8,37
DNS minta (10 ng/ ul) 1-2

7. tablazat: PCR mix 6sszetétele SSR vizsgalatokhoz

Lépés | HEmérséklet Mdvelet IdStartam (NP) | Id6tartam (LP)
1. 94°C Kezd6 denaturacié 15 perc 15 perc
2. 94°C Denaturacio 5 masodperc | 45 masodperc
3. 50-60°C Bekotédés 15 masodperc | 45 masodperc
4, 72°C Lanchosszabbitas 60 masodperc | 105 masodperc
5. 2-4. lépések ismétlése 30-szor
6. 72°C ‘ Végs6 lanchosszabbitas ‘ 10 perc ‘ 10 perc

8. tablazat: az SSR vizsgalatok soran alkalmazott PCR protokoll

3.4. Statisztikai elemzés

A levélmorfoldgiai vizsgalatok sordn kapott, az egyes egyedek levélalakjat jellemzé
f6komponens értékeket Statistica 6.0 programmal (Statsoft. Inc., 2001a) értékeltem. Az
értékelés soran a f6komponens értékeket diszkriminancia analizisnek (,Discriminant
Function Analysis”), illetve ezen vizsgdlattal egybekotve kanonikus varianciaanalizisnek
(,Canonical Analysis”) vetettem ala.

A kulonb6z6 markerezési eljardsok eredményeképpen nyert fragmenthossz és —mintazat
adatokat a fontosabb genetikai diverzitas értékek meghatarozasa céljabol GeneAlEx 6.5
szoftverrel (Peakall et Smouse 2006, 2012a) értékeltem. A genetikai tavolsdg adatokbdl
Statistica 6.0 szoftver segitségével készitettem dendrogramokat (,,Cluster Analysis”).
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1. Levélmorfoldgiai vizsgalatok

4.1.1. Levélalak elemzés Shape 1.3 programmal

A 2095 levélen 75 harmonikussal végzett f6komponens analizis sordn 300 f6komponens
(Principal Components — PC) keriilt meghatarozasra, azaz a levelek alakvaltozatossagdaért
ezen 300 f6komponens felelds (az els6 6t fGkomponens sajatértékét, valamint a teljes
variancidhoz vald hozzajaruldsanak aranyat az 9. tdblazat, mig a 300 f6komponens ezen
értékeit az 1. szdmu melléklet tartalmazza).

Fékomponens Sajatérték Részarany (%) réij;n:éonzf&)
PC1 1,37 x 10 68,25 68,25
PC2 1,14 x 10° 5,66 73,91
PC3 8,29 x 10™ 4,13 78,04
PC4 6,36 x 10™ 3,17 81,21
PC5 4,18 x 10™ 2,09 83,30

9. tablazat: F6komponensek sajatértéke és a teljes variancidhoz val6 hozzajarulasanak mértéke

Az egyes fGkomponensek a

e friean o levéllemez kilonbozé  részeinek

. . valtozatossagat irjak le.
/ \\\ TN — Szemléltetésképpen az elsé ot

| N S > f6komponens levélalak

" N e valtozatossagra gyakorolt hatdsat a

ec2 i 4. abran mutatom be. Az abra
TN TN TN harmadik oszlopa a f6komponens

| > N ( atlagok alapjan szerkesztett atlagos
N _// NG // N levélalakot szemlélteti, mig a
mellette jobb- és baloldalon az

/\ /> TN adott  f6komponens  kétszeres

PC3

,‘ N negativ és pozitiv szérdsa alapjan
AN / rajzolt levélalak Iathatéd. Az elsé
oszlop a harom levélkontur

/x /-*-~~\ egymasra vetitését szemlélteti. A
S AN

PC4

{ ( > teljesség igénye nélkil, az elsé

N N4 f6komponens, amely a teljes

- levélalak-variancia kozel 70 %-aért
/ SN SN SN felell(js, a ,Iev{els,zélesség Iés a

{« \ S } S levélhossz aranyat irja le, a masodik

N N N NG f6komponens a levélvall és a

levélcsucs alakjat, mig a harmadik a

4. 4bra: Az elsé 6t fékomponens altal leirt levélalak valtozatossag  |€Velvall jobb oldali aszimmetriajat
(jelmagyarazat lasd a szovegben) fejezi ki. Az 6todik f6komponens a
levéllemez aszimmetridjat jellemazi.

Bar a levélalak variancidra gyakorolt hatdsanak %-os mértékét nem ismertetik, Lexer és
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munkatdrsai altal végzett levélmorfolégiai vizsgalatok is a levélhossz-levélszélesség ardnyt
leiré f6komponenst helyezték sorrendben az elsé helyre (PC1) a szimmetrikus elemek koziil,
84 Leuce nyar egyedrdl szarmazo 527 rovidhajtas levél értékelése soran (Lexer at al., 2009).
Esetlikben, akar az én vizsgalataim alapjan is, a masodik f6komponens (PC2) a levécsucs és
levélalap alakjat irja le, jol mutatva a moddszer Leuce nyarakon vald eredményes
alkalmazhatdsdagat. A vizsgalataim alapjan szamitott els6 20 f6komponens altal leirt levélalak
valtozatossagot a 2. szamu melléklet tartalmazza.

Az egyes egyedek jellemezhet6k a vizsgdlatba bevont leveleik korvonala alapjan
szamitott f6komponens értékekkel. Ennek érdekében az elsé 20 f6komponens értékeit
atlagoltam valamennyi egyed esetében (természetesen attdl fliggben, hogy hany levelet
szkenneltem be, ez 3-5 adatbdl képzett atlagot jelentett fékomponensenként).
Végeredményben egy 20 szdmbdl alld, az egyedeket jellemzd szdmsort kaptam, melyek
felhasznalasdval diszkriminancia és kanonikus analizist végeztem.

Annak felderitése érdekében, hogy a levélalak varianciat legnagyobb ardnyban leird két
fékomponens alkalmas-e az egyes fajok elkilonitésére, az egyedeket PC1 és PC2 értékeikkel
egy kétdimenziés koordindta rendszerben abrazoltam. A koordinatarendszert az 5. dbra
szemlélteti. Az abran jol lathatd, hogy bar a terepi meghatdrozas alapjan elkiilonitett fajok
egyedei jol korilhatarolhatd halmazokat alkotnak, az atfedés a két halmaz kozott jelent6s. A
hibrid szlirke nyar egyedek pedig a két alapfaj teljes teriiletét lefedik. Ezek alapjan
megallapithatd, hogy onmagaban ezen két f6komponens érték nem alkalmas a taxonok
jellemzésére, igy az altalam tervezett fajmeghatarozdsra sem.

%2 b2

PC1

-0,5 -0,4 0,4

-0,08

¢ Fehér nyar M@Rezg6nyar A Szlrke nydr

5. dbra: Az alapfajok és a hibrid egyedek abrazolasa PC1 és PC2 értékeikkel

4.1.2. F6komponensek szignifikancia-vizsgalata

Annak eldontése érdekében, hogy az egyes fékomponensek milyen mértékben vesznek
részt a fajok kozotti variancia kialakitasaban, szignifikancia-vizsgalatot hajtottam végre. A
vizsgdlatot a Student-teszttel végeztem, a Statistica 6.0 program segitségével [T-test for
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independent samples (groups)]. A vizsgélta alapjat a 20 f6ékomponens érték atlaggal
jellemzett, és a terepi meghatarozds alapjan csoportokba (fehér nyar, rezgé nyar, sziirke
nyar) sorolt 439 egyed képezte. A program az egyes csoportok kozott parosaval végezte el a
szignifikancia-vizsgalatot. Az eredményeket tablazatos formaban a 3. szdmu melléklet
tartalmazza.

Amint az a mellékletben talalhatd tdblazatokbdl kiolvashatd, a fehér és rezgé nyarak
vizsgdlata soran 11 f6komponens mutatott szignifikans differenciat a fajok kozott, melyek
koziil 8 bizonyult erésen szignifikansnak (p<0,001). A rezgé és a szlirke nyar csoport kozott
megfigyelt szignifikdns differenciat add fékomponensek szama 7, koziliik 6 bir er6teljes
szignifikancidval. A legkevesebb szignifikdns differenciat mutatdé fékomponens a fehér és
szirke nyarak kozott volt kimutathatd (6sszesen 6 darab), és kozilik csak ketté bizonyult
erGsen szignifikansnak, ami morfolégiai (és genetikai) értelemben kisebb tavolsagra utal a
két csoport kozott, mint a sziirke nydr-rezgd nyar viszonylatban. Erdemes megemliteni, hogy
csupan a PC2 és PC3 fékomponensek bizonyultak mindhdrom csoport Osszevetésében
szignifikdnsan eltér6nek a csoportok kozott, ezért ezen f6komponensek értékeit kilon
abrazoltam. A kétdimenzids koordinatarendszerben ugyanakkor ezen f6komponens értékek
mentén sem volt markdns szegregacid megfigyelheté a két alapfaj pontfelhGje kozott, a
hibrid egyedek pedig ezen esetben is a két alapfaj halmazat lefed6 elhelyezkedést mutattak
(az dbrat a 4. melléklet tartalmazza).

Szandékomban allt a f6komponensek egyedek kozotti Stundent-tesztjét is elvégezni, de
a nagyszamu minta folytan a Statistica 6.0 programmal erre nem volt lehet6ségem.

4.1.3. Diszkriminancia analizis

A diszkriminancia analizis egy tobb kvantitativ tulajdondg egyiittes értékelésén alapuld
madszer, mely két populacio szétvalasztasara alkalmas (Svab, 1973). A mddszert a vizsgalt faj
és hibrid csoportok kozotti differencia vizsgdlatdra, valamint a terepi egyedbesorolds
helyességének ellenbrzésére haszndltam.

A vizsgalatba, mint a Student-teszt esetében is, a taxonok szerint besorolt, 20
fékomponens atlagaikkal jellemzett, Gsszesen 439 egyedet vontam be. Az elemzést a
Statistica 6.0 program ,Discriminant analysis” moddszerével végeztem. Az analizis
eredményeinek 6sszesitdjét a 10. tablazat tartalmazza.

A tablazatbdl kiemelendd a parcidlis Wilks-féle lambda értéke, amely az adott valtozé
(f6komponens) egyedi hozzajarulasat fejezi ki a teljes diszkriminancidhoz (Statsoft. Inc.,
2001b). A Wilks-féle lambda értéke nulla és egy kozott valtozik, attol fliggben, hogy az adott
csoportosité valtozdé a variancidnak mekkora mértékét magyarazza - amennyiben nagy
részét, ugy a csoportok atlagai kdzott szignifikans differencia all fent, és a lambda értéke O-
hoz kozelit (Varga et Szildgyi, 2011). A diszkriminancia analizis szerint a negyedik és az els6
f6komponens jarul legnagyobb mértékben hozza a csoportok kozotti diszkriminancidhoz
(ezen valtozék birnak a legalacsonyabb parcidlis Wilks-féle lambda értékekkel). Ennek
vizudlis  ellen6rzése céljdbdl a két f6komponens értékeikkel kétdimenzids
koordinatarendszerben abrazoltam az egyes csoportokba tartozé egyedeket. Bar az elsé két
fékomponens értékekkel szerkesztett diagramhoz képest a két alapfaj egyedeinek
pontfelhGje valamelyest jobban szétvalik, az atfedésik még jelentés. A hibrid sziirke nyar
egyedek ugyanakkor az emlitett diagramhoz képes mar joéval inkdbb mutatnak koztes
elhelyezkedést a két alapfaj egyedeihez viszonyitva, bar ponthalmazuk a fehér nyarak
halmazaval jelent6s atfedést mutat. Ez 6sszefliggésbe hozhatd Bartha Dénes vizsgalatanak
eredményével, mely szerint a természetben az ismertetett virdgzasbioldgiai okokbdl
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kifolydlag a szirke nyarak fehér nyar szil6vel vald visszakeresztez6désének esélye
magasabb, ami a fehér nyar irdnydba intergradalddod hibridrajok létrejottét segiti el6 (Bartha,
1999, 2005). A PC1 és PC4 értékekkel szerkesztett diagramot a 6. dbra szemlélteti.

. Wilks | Parcidlis Wilks L, . . | 1-Tolererancia
F6komponens F-érték p-szint | Tolerancia )
lambda lambda (R9)
PC1 0,27784 0,66979 102,79160 | 0,00000 | 0,77582 0,22419
PC2 0,26986 0,68960 93,85100 |0,00000| 0,78918 0,21082
PC3 0,19010 0,97892 4,48900 |0,01178 | 0,93581 0,06419
PC4 0,39470 0,47148 233,72580 | 0,00000 | 0,67720 0,32280
PC5 0,18780 0,99093 1,90810 |0,14965| 0,91084 0,08916
PC6 0,23973 0,77625 60,09930 |0,00000 | 0,80985 0,19015
PC7 0,19209 0,96878 6,71950 |0,00134| 0,89463 0,10537
PC8 0,18672 0,99663 0,70540 |0,49448 | 0,95521 0,04479
PC9 0,18724 0,99385 1,28990 |0,27640 | 0,86364 0,13636

PC10 0,18695 0,99542 0,95990 |0,38379| 0,87086 0,12914
PC11 0,18659 0,99732 0,56030 |0,57149 | 0,84489 0,15511
PC12 0,18868 0,98629 2,89920 |0,05618 | 0,95521 0,04479
PC13 0,18663 0,99711 0,60510 |0,54651 | 0,83377 0,16624
PC14 0,18814 0,98909 2,29890 |0,10164| 0,84773 0,15227
PC15 0,18705 0,99490 1,06880 |0,34434 | 0,84833 0,15167
PC16 0,18998 0,97951 4,36110 |0,01335| 0,91714 0,08286
PC17 0,18729 0,99360 1,34380 |0,26197 | 0,91068 0,08932
PC18 0,18698 0,99523 0,99960 |0,36890 | 0,95546 0,04454
PC19 0,19403 0,95909 8,89420 |0,00017| 0,94231 0,05769
PC20 0,23875 0,77946 58,99330 |0,00000| 0,75824 0,24176

10. tablazat: Osszefoglalé diszkriminancia tablazat 20 fékomponens értékelése alapjan

PC1

0,3 0.4

¢ Fehér nyar ®Rezgdnyar a Sziirke nyar

6. dbra: Az alapfajok és a sziirke nyar egyedeinek elhelyezkedése és a PC1 és PC4 értékek alapjan szerkesztett
koordinatarendszerben
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A Statistica programmal kiszdmitottam az egyes csoportok négyzetes Mahalanobis
tdvolsagat, ami a valtozdk csoportatlagdnak matematikai kilonbségének (tdvolsaganak)
feleltethet6 meg (Svab, 1979). A harom csoport négyzetes Mahalanobis tavolsagat a 11.
tablazat mutatja be.

A tablazatbdl jol lathatd, hogy a tavolsagok alapjan a sziirke nyar koztes elhelyezkedést
mutat, amely természetesen hibrid voltaval magyarazhatd. Ugyancsak felting, hogy a szlirke
nyar jéval koézelebb helyezkedik el a fehér nyarhoz, ami szintén 6sszefliggésbe hozhatd a
terepi és virdgzasbioldgiai megfigyelések eredményeivel.

Fehér nyar | Rezg6 nyar | Szlirke nyar
Fehér nyar 0,000 18,329 1,175
Rezgb nyar 18,329 0,000 14,041
Sziirke nyar 1,175 14,041 0,000

11. tablazat: Az egyes csoportok négyzetes Mahalanobis tavolsaga

Hasonlé eredményeket mutatnak a diszkriminancia analizis sordn kapott F és p értékek
(12. tablazat).

Fehér nyar | Rezg6 nyar | Szlirke nyar
Fehér nyar - 0,000000 0,00
Rezgb nydr | 70,60781 - 0,000000
Szirke nyar| 3,8284 43,05651 -

12. tablazat: A diszkriminancia analizis soran szamitott F-értékek és valdszin(iségi (p) szintek

A tabldzat alapjan megallapithatd, hogy a harom csoport kozott a 20 fékomponens atlag
alapjan szignifikans kilonbség all fent, valamint hogy a szirke nyar a két alapfajhoz képest
koztes elhelyezkedést mutat, és a fehér nyar taxon felé mutat kisebb tavolsagot.

A program az egyes fajokra, illetve a hibrid egyedekre jellemz6 f6komponens értékek
alapjan (a csoportonkénti f6komponens atlagokat az 5. szamu melléklet tartalmazza)
elkészitette az altalam tett taxon-besorolds értékelését. A besorolds eredményét a 13.
tablazat tartalmazza, feltlintetve, hogy a program az adott taxon egyedeit mely taxonokba
tartja besorolhaténak.

Helyes besorolas Fehér nyar Rezgb nyar Sziirke nyar
aranya p=,39863 p=,34396 p=,25740
Fehér nyar 85,71 150 1 24
Rezgb nyar 98,68 2 149 0
Sziirke nyar 42,48 56 9 48
Osszesen 79,04 208 159 72

13. tablazat: Diszkriminancia analizis soran szamitott osztalyozasi matrix

A levélalakot jellemzd elliptikus Fourier leirékbdl

szarmaztatott fGkomponensek

diszkriminancia analizise alapjan tehat, a Statistica program szamitdsai szerint, a fehér nyar
egyedek mintegy 86%-a, a rezgd nyar egyedek 99 %-a és a sziirke nyar egyedek 42 %-a kerilt
helyesen meghatarozdsra a terepi fajbesorolds alkalmaval. A tablazat alapjan jol lathato,
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hogy a legnagyobb ardnyu téves besorolds a hibrid egyedeket érintette, valamint, hogy az
elsGsorban a fehér nyar — szirke nyar csoportok kozotti atsorolasbdl (tévesztésbdl)
szarmazik. Természetesen figyelembe kell venni azt a tényt, hogy a visszakeresztez6dott
egyedek és a szil6 fajok kozott éles morfolégia hatdr nem vonhatd, valamint, hogy a
program kizarélag a levelek korvonalanak értékelését végezte el. Ugyanakkor a kutatasi
tématerv készitése soran fontosnak tartottam egy konkrét morfolégiai bélyeg egzakt
értékelésén alapuld fajmeghatarozas elvégzését.

A diszkriminancia analizis soran szamitott egyedbesorolas eredményét a 6. szamu
melléklet tartalmazza.

4.1.4. Kanonikus analizis

A diszkriminancia analizis keretein bellil a f6komponens értékek, mint valtozok
bevondsaval kanonikus analizist (Canonical analysis) végeztem (az értékelés alapjat a 20
f6komponens atlaggal jellemzett egyedek képezték). Az analizis soran a program kanonikus
véltozdkat szamolt (szam szerint kettét), melyek Khi® teszttel végzett szignifikancia
vizsgdlatdnak eredményeit a 14. tablazat tartalmazza.

Eltavolitott | Sajatérték | Kanonikus R Wilks-fele Khi® érték | szabadsagfok | p-szint
. . . lambda
valtozdk szama
0 3,744252 | 0,888380 0,186092 717,1658 40 0,000000
1 0,132673 | 0,342247 0,882867 53,1335 19 0,000045

14. tablazat: Kanonikus valtozok szignifikancia vizsgalatanak eredményei

A tdblazat els6 sora a meghatdrozott két kanonikus valtozd egylittes figyelembe
vételével, mig a mdsodik sor a masodik (tehat az els6 eltavolitasaval nyert) valtozd
bevondsaval végzett értékelés eredményeit mutatja (Step-down teszt). Az eredmények jol
mutatjak, hogy az elsé kanonikus valtozé (CV1) hatasa a csoportok kozotti diszkriminancia
mértékére jelentGsebb, mint a masodik kanonikus valtéz6é (CV2). A két valtozé egylittes
Wilks-féle lambda értéke 0,186, ami az imént emlitett jelentGs diszkriminativ hatast mutatja.

A kanonikus valtozok atlaga értelmezhet6 az egyes csoportokra is. A Statistica
programmal szamolt, egyes csoportokra jellemzd valtozok értékét a 15. tablazat mutatja be.

cvl Cv2

Fehér nyar | -1,61396 | 0,32631
Rezgd nyar | 2,64428 | 0,05963
Sziirke nyar | -1,03402 | -0,58503

15. tablazat: Az egyes csoportokra szamitott kanonikus valtozok atlagos értékei

A tablazatbdl jol kivehetd, hogy a két alapfaj, valamint a hibrid szlirke nyar hatarozott,
egymastdl jol elkiilonitheté kanonikus valtozé értékekkel rendelkeznek. A valtozok
ugyanakkor alkalmasak az egyes egyedek jellemzésére is. A vizsgdlt egyedek Statistica
programmal szamolt kanonikus valtozé értékeit a 7. melléklet tartalmazza.

Kanonikus értékeikkel az egyes egyedek egy kétdimenziés koordindtarendszerben
abrazolhatdok. A valtozék ilyen mddon torténs abrazoldsa, amennyiben a megfigyelési
egységek (esetemben fajok és a hibrid alakkor) szakmailag jol elkilonithet6k, értékes
informacidkkal szolgalhatnak (Svab, 1979). Annak kideritése érdekében, hogy a kanonikus
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valtozok alkalmasak-e a csoportok elkiilonitésére, elvégeztem az egyedek
koordindtarendszerben torténé abrazoldsat, melynek eredményét a 7. dbra szemlélteti.

Ccvi

¢ Fehérnyar ®Rezg6nyar A Sziirke nyar

7. dbra: Kanonikus valtozé értékeikkel abrazolt egyedek

Az abran jol lathato, hogy a két alapfaj egyedei dltal alkotott pontfelh6k egymastdl
hatdrozottan elkilonilnek, az atfedés kozottik gyakorlatilag elhanyagolhatd (a
diszkriminancia analizis két rezgé nyar egyedet fehér nyarnak mindsitett, ezen két egyed
taldlhatd csak a fehér nyar pontfelh6ben). A sziirke nydrak elhelyezkedése koztes, viszont
erGsen fehér nyar pélusu. A hibrid egyedek alkotta pontfelhG er6s atfedést mutat a fehér
nydrak halmazaval, amely Osszefliggésbe hozhatd a fehér nyar fel6l torténé erételjes
introgresszioval.

A levélmorfoldgiai vizsgalatok eredményeinek 6sszefoglalasaként megallapithatd, hogy a
két faj egyedeinek levélalak valtozatossagara a levélhossz, levélszélesség arany van a
legnagyobb hatassal. Ezt j6l mutatja a levélalakot leiré elliptikus Fourier leirdk f6komponens
analizise soran meghatarozott elsé fékomponens teljes varianciahoz valo jelentds (68,25 %)
hozzdjaruldsa. Ugyanakkor pusztan fGkomponens értékeik alapjan az egyes egyedek nem
bizonyultak taxon szinten hatarozottan elkilonithetének. Ezt tdmasztja ald, hogy sem a két
legjelentGsebb variacia hanyadu (PC1, PC2), sem a valamennyi taxon esetében szignifikans
differenciat mutatd (PC2, PC3), sem pedig a diszkriminancia analizis soran a legerételjesebb
diszkriminativ hatast eredményezé (PC1, PC4) f6komponensek értékeivel kétdimenzids
koordinatarendszerben abrazolt egyedek nem mutattak markdns taxon szint(i szegregacioét.
A diszkriminancia analizis keretében elvégzett kanonikus elemzés soran meghatarozott két
kanonikus valtozé ugyanakkor mar eredményesnek bizonyult az egyedek taxonok szerinti
elkiilonitésére, amely bizonyitotta, hogy a Leuce szekcidba tartozd hazai nyar fajok elliptikus
Fourier leirékon alapuld levélmorfometriai elkilontése lehetséges.

Kétdimenzids koordinatarendszerben kanonikus valtozé értékeikkel (CV1, CV2) dbrazolt
szirke nyar egyedek részben a két alapfaj kozotti, de elsGsorban a fehér nyar egyedek
halmazaval atfedd elhelyezkedést mutattak, ami alatdmasztja azt a megfigyelést, mely
szerint a terészetben létrejov6 elsé generacids (Fi-es) szirke nyar egyedek, elsGsorban
virdgzasbioldgiai okokbdl kifolydlag a fehér nyar szil6vel keresztez6dnek vissza, ami a fehér
nyar felé intergraddlédd hibrid alakkor kialakuldsat idézi el6 (Bartha 1999, 2005). Ugyancsak
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ezt a megfigyelést tamasztjak ald a diszkriminancia analizis sordn az egyes taxonok kozott
meghatdrozott Mahalanobis tavolsagok. Ezen statisztikai mutaté alapjan a szlirke nyar a két
alapfaj kozotti elhelyezkedést és a fehér nyar iranyaban kisebb tavolsdgot mutat a rezgd
nyarhoz képest. Tehat 6sszességében a vizsgalat eredményei aldtamasztjak a sziirke nyar
fehér nyar és rezgd nyar kdzotti, morfoldgiai értelemben vett dtmeneti jellegét.

4.2. Genetikai vizsgalatok

4.2.1. Egyedbesoroldas molekularis genetikai és levélmorfoldgiai jellegek alapjan

Ahhoz, hogy a két alapfaj populacidinak genetikai diverzitasat az introgresszalt
egyedekt6l mentesen értékelhessem, el kellett végeznem a legyljtott egyedek faji
besoroldsat. Erre a célra a 439 egyeden elvégzett mikroszatellit és, tekintettel a
diszkriminancia analizis eredményeire, a levélmorfolégiai vizsgdlatok eredményeit
egylittesen haszndltam.

A hat markerrel végzett SSR vizsgdlatok soran nyert allél adatok felhasznaldsaval a
GenAlEx 6.5 program ,,Population assignment” médszerével végeztem el az egyedbesorolast.
A Paetkau és munkatarsai altal kidolgozott mddszer logaritmus valdszinliségi értékeket
szamit minden egyes egyedre az allélfrekvencia értékeikkel jellemzett, egyedeik kozott
véletlenszer(i parosodat feltételezd, elére meghatdrozott populacidk tekintetében (Peakall
et Smouse, 2012b). Végs6 soron a program értékeli a feltételezett faji besorolds helyességét,
meghatdrozva az egyes egyedek allélfrekvencia értékeik szerinti legvaldszinlbb csoporthoz
(fajhoz) vald tartozasat. Az elemzést 437 egyeden végeztem el (két egyed nem mutatott
értékelheté alléladatokat harom vagy tobb lokusz esetében). A terepi fajmeghatarozas
allélfrekvencia adatok szerinti pontossagat szemlélteti a 8. dbra, melyen jo lathato, hogy
téves besorolasokat els6sorban a fehér nyar-sziirke nyar csoportok viszonylataban tettem;
ez az eredmény nagy hasonlésagot mutat a levélmorfoldgiai vizsgalatok eredményeivel (lasd
kanonikus analizis).
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8. abra: Terepi fajmeghatarozas ellen6rzése mikroszatellit markerekkel

A hat markerrel végzett mikroszatellit vizsgdlat egyedbesorolds eredményét az egyedek
logaritmus valdszinliségi értékeivel a 8. szamu melléklet tartalmazza.
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A genetikai és levélmorfoldgiai vizsgdlatok alapjan szamitott egyedbesoroldsi adatokat
Osszevetettem egymassal. Az egyes mddszerek besorolasi adatait a 16. tablazat tartalmazza.

Besorolas SSR analizis Levélmorfolégia Atfedés
Fehér helyes 141 149 119
Fehérbdl szlrke 33 24 2
Fehérbdl rezgd 0 1 0
Rezg6 helyes 149 149 148
Rezg6bdl fehér 0 2 0
Rezg6bdl sziirke 2 0 0
Sziirke helyes 39 48 21
Szilirkébdl fehér 65 55 41
Sziirkébdl rezgé 8 9 4

Osszesen 437 437 335

16. tablazat: A genetikai és levélmorfoldgiai vizsgalatok soran szamitott egyedbesorolasok 6sszevetése

A tablazatbdl jél 1athatd, hogy a két médszer kozott elsGsorban a fehér nyar-sziirke nyar
csoport tekintetében tapasztalhaté besoroldsi eltérés, ami jol mutatja az introgresszalt
egyedek azonositdsdanak nehézségeit. Erre valdé tekintettel a populdcidégenetikai
vizsgdlatokba csak azon egyedeket vontam be, melyek egyedbesoroldsa a genetikai és
levélmorfoldgiai vizsgalatok alapjan egyezést mutatott. igy dsszesen 160 fehér nyar, 152
rezgl nyar és 23 sziirke nydr valt alkalmassd a tovabbi értékelésekre. A kivalasztott egyedek
gyUjtési helyek (populaciok) kozotti eloszlasat a 17. tablazat szemlélteti.

Populacid Fehér nyar Rezg6 nyar Sziirke nyar
Dravamenti-siksag 23 11 1
Villanyi-hegység 3 13 0
Mecsek 9 27 2
K6zép- és Als6-Duna-artér 8 0 0
Bels6-Somogy 26 45 8
Kils6-Somogy 8 4 0
Zselic 18 15 5
Bakony 15 20 5
Keszthelyi-hegység 18 16 0
Balatoni-medence 8 0 0
Szigetkoz 24 1 2

Osszesen 160 152 23

17. tablazat: A vizsgalt populacidk egyedszama az alapfajok és a hibrid sziirke nyar tekintetében
(jelmagyarazat: a genetikai vizsgalatokra kivalasztott populaciok cellai z61d szinnel keriltek kiemelésre)

Tekintettel arra, hogy a populaciégenetikai vizsgalatokhoz javasolt minimalis populdcio
méret [50, (Matyas, 2002)] egy gyljtési helyszin esetében sem allt rendelkezésemre, a
populacidk kivalasztasahoz sziikséges minimalis elemszamot 15 egyedben hatdroztam meg.
Ett6l egy, altalam a terepi vizsgdlatok tapasztalatai alapjan nagyon értékesnek tartott
(villdnyi-hegységi rezg6 nydr) populacid esetében tértem el. A populiciégenetikai
vizsgdlatokra kijelolt populdcidkat a 17. tdblazat zold szinnel jeldlt celldi mutatjak.
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4.2.2. SSR analizis

Az egyes populdciok genetikai diverzitasat leird fontosabb statisztikai mutatok
(allélfrekvencia, heterozigdcia, F statisztika értékek) meghatdrozasat a GenAlEx 6.5 szoftver
,Frequency” menljének segitségével végeztem. A szamitdsok kezd6 |épéseként
kivalasztottam a mikroszatellit vizsgadlatoknak megfelel6 adatformatumot (kodomonans
jellegnek megfelel6 lokuszonként kétallélos formatum), majd a kovetkezé ablakban
kijeloltem a szdmomra fontos statisztikai mutatdkat (a fent emlitett mutaték mellett az
allélmintazatot és a Nei-féle genetikai tavolsagot). Ezt kdovet6en a program elvégezte a
kivalasztott statisztikai értékek meghatarozasat.

A lokuszonként meghatdrozott allélfrekvencia értékek alapjan a kivalasztott primerek
(lokuszok) mindegyike polimorfnak bizonyult a rezgé nydr populacidk esetében. A fehér
nydrak esetében ugyanakkor csak négy lokusz mutatott minden populacid esetében
polimorfizmust; a WMPS16 primer a bakonyi populaciéban nem, mig a WMPS20 primer csak
a dradvamenti populaciéban mutatott egynél tobb allélt. Az egyes populdcidk fontosabb
genetikai diverzitas értékeit a 18. tablazat tartalmazza.

A genetikai diverzitas, ezaltal a populacié alkalmazkoddképességének értékelésére
alkalmas (Matyas, 2002) Shannon-féle informacids index (Shannon et Weaver, 1949) alapjan
a fehér nyar esetében a belsG6-somogyi populdcid bizonyult a legdiverzebbnek (1=0,814).
Ugyanezen allomanyt jellemzi a legmagasabb atlagos allélszam is (Na=4,333), ugyanakkor,
annak ellenére, hogy a fajon beliil ezen populacié vizsgdlt egyedszama volt a legmagasabb, a
heterozigdcia értékek tekintetében elmarad a szigetkozi és zselici populdcidktdl (a zselici
allomany effektiv allélszama is magasabb a somogyinal). Utdbbi populacié azért is érdekes,
mert a magas diverzitas értékeket az egyik legalacsonyabb egyedszdm mellett adta.
Valamennyi vizsgdlt paraméter alapjan a bakonyi fehér nyar populaci6 mutatta a
legalacsonyabb diverzitas értékeket. A fixacids index értékek valamennyi vizsgalt fehér nyar
populacié esetén negativ elGjelliek, ami heterozigdta tobbletet jelez (Matyds, 2002). Még
egyszer kiemelendd tovabba, hogy a fehér nyarak esetében egyedil a Drdvamenti-sigsdgon
mintazott populdciéban mutatott valamennyi SSR lokusz polimorfizmust.

Populacid N Na Ne I Ho He F
Bakony 15,000| 2,667 | 1,609 | 0,521 | 0,344 | 0,301 | -0,121
§ Bels-Somogy 26,000 | 4,333 | 2,240 | 0,814 | 0,410 | 0,396 | -0,050
€ Dravamenti-siksag | 22,333 | 4,000 | 2,313 | 0,784 | 0,403 | 0,379 | -0,053
‘2 | Keszthelyi-hegység | 18,000 | 3,500 | 1,918 | 0,683 | 0,389 | 0,353 | -0,086
s Szigetkoz 23,500 | 3,833 | 2,224 | 0,791 | 0,449 | 0,404 | -0,074
Zselic 17,833 | 3,667 | 2,399 | 0,802 | 0,422 | 0,409 | -0,019
Bakony 19,833 5,833 | 2,802 | 1,225 | 0,557 | 0,602 | 0,070
§ Bels-Somogy 44,167 | 6,833 | 3,042 | 1,255 | 0,575 | 0,597 | 0,030
:S Keszthelyi-hegység | 16,000 | 4,833 | 2,412 | 1,002 | 0,479 | 0,495 | 0,027
%0 | Mecsek 26,667 | 5,333 | 2,775 | 1,119 | 0,539 | 0,556 | 0,042
< Villanyi-hegység 12,667 | 3,500 | 2,268 | 0,923 | 0,521 | 0,511 | -0,043
Zselic 14,833 | 5,667 | 3,195 | 1,222 | 0,586 | 0,581 | -0,060

18. tablazat: Mikroszatellit vizsgalat diverzitas értékei (jelmagyarazat: N — mintaszam, Na — atlagos
lokuszonkénti allélszam, Ne — effektiv allélszam, | — Shannon informaciés index, Ho — megfigyelt
heterozigdcia, He — vart heterozigdcia, F — fixacids index)
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A rezg6 nydar populacidk esetében a fehér nyarakhoz képest feltlinGen magasabb
diverzitas értékek voltak megfigyelhet6k. A Shannon-index-et alapul véve a bels6-somogyi
allomany bizonyult a legdiverzebbnek, ugyanakkor megjegyzend6, hogy a legmagasabb
Shannon-index értéket a kiugréan magas vizsgalt egyedszam mellett (N=45) adta (az
egyedszamok esetében tapasztalhato, a korabban kdzolt szamoktdl eltéré nem egész szamok
nullalléleket mutaté egyedekre utalnak a populaciéban). Ennek fényében emelendd ki a
bakonyi és a zselici populacié, melyek joval alacsonyabb egyedszdm mellett mutattak
hasonléan magas diverzitds értékeket, s6t, a bakonyi dllomany vart heterozigdcia, mig a
zselici az effektiv allélszam és a megfigyelt heterozigdcia tekintetében adott magasabb
értékeket a somogyinal. Shannon-index értéke, tovdbba allélszam adatai alapjan a villanyi-
hegységi populacié bizonyult a legkevésbé diverznek, mig a heterozigécia értékek alapjan a
Keszthelyi-hegységben mintdzott allomany adta a legalacsonyabb értékeket. A fixacids index
értékek alapjan a Villanyi-hegység és a Zselic rezg6 nyar populdcidjanak egyedei mutatnak a
vizsgalt lokuszok tekintetében heterozigdta tobbletet, mig a fennmaradé populacidk egyedei
heterozigdta hidnyt.

Az egyes populdciokban a GenAlEx szoftver segitségével meghatdroztam az el6forduld
egyedi allélek szamat (,,Private Allele List” opcid). A fehér nyar populacidk kozil a bakonyi és
a szigetkozi két, a dravamenti populacié egy egyedi, azaz kizardlag az adott populacidra
jellemzé allélt hordozott. A rezg6 nyar esetében a bakonyi kivételével valamennyi
populaciéban taldltam egyedi alléleket, a kovetkez6 megoszldsban: BelsG-Somogy és Zselic 3,
Keszthelyi-hegység és Mecsek 2, illetve Villanyi-hegység 1 db. A kimutatas eredményét
tablazatos formaban a 9. szamu melléklet tartalmaza.

A populacidk kozotti és a populacidkon belili  differencidltsdg  mértékének
meghatdrozasdhoz F és G statisztika értékeket szamitottam a GenAlEx 6.5 szoftver
segitségével (az F statisztikat a kordbban ismertetett médom, mig a G statisztikai mutatdkat
a program ,G-Statistics Data Parameters” menijének segitségével). Az egyes lokuszokra
szamitott, illetve a fajokra vonatkoztatott atlagos F és G értékeket a 19. tdblazat tartalmazza.

Fehér nyar Rezg6 nyar

Lokusz Fis Fir Fst Gst Fis Fir Fst Gst
PMGC2163|-0,118|-0,053|0,058| 0,039 |-0,138|-0,097 (0,036 | 0,017
PMGC 2060 |-0,044|-0,038 | 0,006 |-0,015|-0,051|-0,032 {0,018 | -0,004
WPMS14 -0,004 | 0,030 |0,034| 0,012 | 0,002 | 0,034 | 0,032 0,009
WPMS16 -0,045(-0,0240,021| 0,000 | 0,128 | 0,155 | 0,031 | 0,005
WPMS18 -0,113(-0,0720,037| 0,018 | 0,064 | 0,102 {0,041 | 0,017
WPMS20 -0,024 (-0,004 |0,020|-0,001 | 0,029 | 0,044 | 0,016 |-0,007

Atlag -0,058 (-0,0270,029| 0,020 | 0,006 | 0,034 |0,029| 0,007

19. tablazat: SSR vizsgalatok soran meghatarozott F és G statisztika értékek

A populacién beliili differencialtsagot leird Fis értékek a szekcion belil is alacsonynak
szamitanak [0,027-0,300 kozotti Fis értékeket hatdroztak meg kutatdk Populus alba L., P.
tremula L., P. tremuloides MicHx. fajokkal végzett mikroszatellit vizsgalatok soran (DiFazio et
al., 2011)]. Ugyancsak alacsonynak mondhaté a két faj esetében meghatdrozott populacidk
kozotti differencialtsag (Fst) is. 0,05 alatti Fsr érték mar csekély mérték( diferencialtsagnak
szamit (Matyas, 2002), és mint az a tablazatban is lathatd, az altalam vizsgdlt dunantuli
régioban a populaciok differencidltsaganak eme mérészama a két fajra egységesen 0,029-es
értéket adott. A Nei-féle populaciok kozotti differencialtsag (Gsr) értékei ugyancsak hasonld
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eredményt mutattak. Az Fst mutatéhoz hasonldan a Gst esetében is a 0,05-6s érték mar igen
alacsony mérték( populacidk kozotti differencialtsagot jelez (Matyas, 2002); az esetemben
ez a mutatd a fehér nyar tekintetében 0,020, mig a rezg6 nyar esetében 0,07 volt. Mindezek
alapjan megallapithatd, hogy a Dunantulon a két nyarfaj esetében igen csekély a populaciok
kozotti és a populdcidkon belili izolacid. Ez a populacidk kozotti intenziv génaramldssal
magyarazhaté, melyet sem izoldlé foldrajzi tavolsag, sem izolalé foldrajzi akadaly
(magashegység) nem korlatoz. Tovabba, bar helyenként mozaikszer(l el6forduldasban ugyan,
de a két faj természetes populdcioi, populaciétoredékei szinte teljes egészében lefedik a
Dunantul terlletét, ami lehetGséget biztosit a pollen Utjan torténé génaramlas
fenntartasara.

A 6 SSR markerel szamitott diverzitas értékeket Osszevetettem Lexer és munkatarsai
altal vizsgdlt harom hibridizacids zéna, illetve fajonként hdrom-hdrom referencia populacié
egyedeinek 0sszesen 93 genetikai markerrel (koztik 83 SSR markerrel) végzett vizsgalatanak
eredményeivel (Lexer et al., 2010). A vizsgdlat szdmomra kilon érdekesége, hogy
magyarorszagi mintakat is magdban foglalt. A két vizsgalat eredményeit a 20. tablazat
tartalmazza.

A referencia populdcidkkal 6sszevetve a dunantuli régid vizsgalt rezg6é nyar populacidja
magasabb vart és megfigyelt heterozigdcidt mutat, egyedil az atlagos lokuszonkénti
allélszam tekintetében marad el azoktdl (az olaszorszagi referencia populaciét kivéve). A
fehér nyar esetében a dunantuli populdcio csak a megfigyelt heterozigécia értéket tekintve
mutat magasabb diverzitast a Tisza- és a Ticino-folyé-menti allomanyokhoz képest. Mindez a
dunantuli rezg6 nyar populacié magasfoku genetikai valtozatossagara hivja fel a figyelmet.
Ugyanakkor a populdcidkon belili differencidltsag a két faj dunantuli populdcidjanak
tekintetében a legalacsonyabb, ami figyelembe véve azt a tényt, hogy kiterjedésében a
vizsgdltak koziul a legnagyobb régiérdl van szd, kilondsen érdekes, és a két faj korabban
emlitett mozaikszerd, de a teljes régidra kiterjedé elterjedési teriiletével magyarazhato.

Régio Populacid N Na Ho He Fis
Duna-mente | Hibridizacids zéna (~ 90 km) 192 8,581 /0,489 0,596 | 0,201
Fehér nyar referencia populdcio 48 16,770|0,436|0,508| 0,114
Rezg6 nyar ref. populdcio (Keleti-Alpok) | 48 | 6,757 |0,425|0,533| 0,177
Ticino-folyé |Hibridizacids zéna (~ 95 km) 138|6,694 /0,517 /0,590 0,129
Fehér nyar referencia populdcio 40 |4,609|0,355|0,428| 0,169
Rezg6 nyar ref. populacio (Alpok) 40 |5,021|0,351(0,479| 0,197
Tisza-mente | Hibridizacids zéna (~ 85 km) 106|7,331/0,470/0,610| 0,227
Fehér nyar referencia populdcio 40 |5,074|0,401|0,462| 0,151
Rezg6 nyar ref. populdcié (Zemplén) 40 |5,568|0,450(0,547 | 0,167
Dunantul Fehér nyar 124 3,667 /0,403 /0,374 |-0,058
Rezg6 nyar 136|5,333/0,543 /0,557 | 0,006

20. tablazat: Sajat vizsgalati eredmények 6sszevetése ausztriai, olaszorszagi és magyarorszagi populaciok
diverzitas értékeivel, Lexer és munkatarsai alapjan (Lexer et al., 2010; jelmagyarazat: N — mintaszam, Na —
atlagos lokuszonkénti allélszam, Ho — megfigyelt heterozigécia, He — vart heterozigécia, Fis — populacion
beliili differencialtsag)

Még markdansabb kiilonbség mutatkozik a populdcidkon belili differencidltsag terén az
area margindlis zéndjaban elhelyezkedd, széttagolddd populdcidkkal 6sszevetve. Populus
davidiana DODE [Populus tremula var. davidiana (Dode) C. K. ScHNEID.] 6t dél-koreai
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populaciéjdnak 5 SSR markerrel végzett vizsalata sordn Lee és munkatarsai 0,307-es Fis
értéket szamitottak, ami mar jelentGs differencidlédast mutat (Lee at al., 2011). Ugyancsak
magas Fs értéket szamitottak Hall és munkatarsai svédorszagi 12 rezgd nyar populacio 18
mikroszatellit markerrel végzett elemzése soran (Fs=0,197; Hall et al., 2007 cit. Lee et al.,
2011).

A GenAlEx szoftverrel, a kordbban ismertetett mddon meghatdroztam az egyes
populaciék Nei-féle genetikai tdvolsagat (Nei, 1972). A genetikai tdvolsag matrixbdl a
Statistica 6.0 programmal dendrogramot szerkesztettem [, Cluster Analysis”, ,Joining (tree
clustering)” modszer alapjan]. A valtozok (populdciok) kivalasztasat kovetGen a dendrogram
szerkesztéséhez a Complete linkage kapcsoltsagi médszert vélasztottam, amely mdodszer két
klaszter tavolsagat a legtavolabbi szomszédok tavolsaga alapjan hatarozza meg (StatSoft, Inc.
2001c), vagyis a maximalis tavolsagok minimalizasara torekszik. Az ezen mddszer alapjan
szerkesztett dendrogramot a 9. dbra szemlélteti, illetve az egyes populaciék Nei-féle
genetikai tavolsagat a 10. melléklet tartalmazza.

Tree Diagram for Variables

Complete Linkage
Dissimilarities from matrix

Fh - Bakony

Fh - Belsg-Somogy

Fh - Dravamenti-siksag

Fh - Szigetkdz

Fh - Zselic
Fh - Keszthelyi-hegység
Re - Bakony

Re - Villanyi-hegyseg

Re - Belsd-Somogy

Re - Mecsek
Re - Zselic

Re - Keszthelyi-hegyseg

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Linkage Distance

9. abra: Nei-féle genetikai tavolsag matrix alapjan szerkesztett dendrogram [SSR analizis; jelmagyarazat:
linkage distance — kapcsolddasi (genetikai) tavolsag]

Az abra alapjan megallapithatd, hogy a két faj genetikai tdvolsagdhoz képest az egyes
fajokon beliili populdcidk genetikai tavolsaga csekély. A fehér nyar esetében a belsé-somogyi
és a drdvamenti, illetve a szigetkozi és a zselici populaciék mutatnak egymassal kis genetikai
tdvolsagot. El6bbi pdros szorosabb genetikai kapcsolatat magyardzhatja a kis foldrajzi
tdvolsag, utdbbi esetében ugyanakkor a jelentds tdvolsag mellett a tajegység Okoldgiai
adottsagai is markansan eltéréek. Ezen két populacid, bar alacsony allélfrekvencia értékek
jellemzik 6ket, a vart és megfigyelt heterozigécia tekintetében a legvaltozatosabb a
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vizsgaltak koziil. A keszthelyi-hegységi, valamint a bakonyi populacidk a tobbitél jelentésebb
genetikai tavolsagot mutatnak.

A rezgl nyar esetében sem mutatott a dendrogram egyértelm(i kapcsolatot a genetikai
és foldrajzi tavolsag kozott. Ugyan a bels6-somogyi, mecseki és zselici populaciok genetikai
tdvolsaga viszonylag alacsony, ezen csoport villanyi-hegységi populaciétdl szamitott, illetve a
keszthelyi-hegységinek a bakonyi populdciotél szamitott genetikai tavolsdga magas. A
Villanyi-hegység populacidja rendelkezik a legalacsonyabb mintaszammal, ami részben
magyarazhatja azt, hogy a rezg6 nyar klaszteren belll kilon agra kerilt, ugyanakkor a
bakonyi populacié e fajon beliil is megfigyelt szegregdlt elhelyezkedése mar bizonyos szintd
izolaciéra utal, ami ellentmondani latszik az alacsony populdcidk kozotti differencialtsagi
értékeknek.

4.2.3. RAPD analizis

A két primerrel végzett RAPD vizsgdlat binomidlisan kédolt alléleredményeibdl, az SSR
vizsgdlatnal ismertetetthez hasonldéan, a GenAlEx 6.5 szoftver ,Frequency” menijének
felhasznalasdval szamitottam az egyes populacidk allélfrekvencia, heterozigdcia, valamint a
Shannon-index, tovdbba Nei-féle genetikai tavolsag értékeit. A meghatarozott diverzitas
értékeket a 21. tablazat tartalmazza. Tekintettel arra, hogy a vizsgalatokba kés6bb bevont
mikroszatellit elemzés el6zetes eredményei alapjan egyes populdcidk esetében a vizsgalt
egyedek szamat megemeltiik, a legnagyobb mintaszdmot az SSR elemzések alkalmaval
vizsgdltuk. Ezért, mint az a tablazatokbdl is kivehets, az egyes populacionként vizsgalt
egyedszdm markerezési technikanként részben eltéré.

Populacid N Na Ne I He
Bakony 14,000 0,732 1,121 0,140 0,084
& | Bels6-Somogy 13,000 1,098 1,205 0,220 0,137
? Dravamenti-siksag 22,000 1,366 1,166 0,213 0,123
2 | Keszthelyi-hegység | 16,000 0,976 1,157 0,174 0,106
& Szigetkoz 24,000 0,902 1,166 0,164 0,103
Zselic 18,000 1,171 1,129 0,166 0,094
Bakony 19,000 1,122 1,148 0,166 0,099
~§ Bels6-Somogy 23,000 1,659 1,250 0,267 0,162
é Keszthelyi-hegység 15,000 1,073 1,168 0,180 0,109
W | Mecsek 27,000 1,195 1,156 0,175 0,104
& Villanyi-hegység 5,000 0,829 1,222 0,204 0,133
Zselic 15,000 1,244 1,174 0,197 0,118

21. tablazat: A RAPD vizsgalat soran meghatarozott diverzitas értékek

Shannon-index értékeik alapjan a fehér nyar populdciok kozil diverzitasat tekintve a
bels6-somogyi és dravamenti populaciok emelkednek ki. Kozulik is a somogyi allomany
emelend6 ki kilon, mely esetében a vizsgdlat tekintetében magasnak szamité (1=0,220)
index értéket a legalacsonyabb mintaszdm mellett adta (N=13). A bakonyi populaciéval
Osszevetve, melynek mintaszdma hasonlé a somogyihoz, el6bbi bizonyult a legkisebb
diverzitast hordozénak. A mikroszatellit vizsgalatokkal Osszevetve a fehér nydr esetében
megallapithatd, hogy a két markerezési eljards eredményei hasonldak. Mindkét esetben a
somogyi allomany mutatta a legnagyobb, mig a bakonyi a legkisebb diverzitast.
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A rezgb nyar esetében ez az 6sszefliggés mar csak részben all fenn. A Shannon-index
értékek alapjan mindkét vizsgalat szerint a bels6-somogyi populacié a legdiverzebb,
ugyanakkor az SSR analizis sordn magas diverzitdast mutatd bakonyi populdci6 RAPD
allélmintazata alapjan a legalacsonyabb diverzitas értéket adta. Ezzel szemben a villanyi-
hegységi a RAPD markereken alapulé vizsgalat soran mutatott a markerezési technika
tekintetében magas Shannon-index értéket (1=0,204), mig az SSR vizsgdlat esetében a
legalacsonyabbat (1=0,923). EIGbbi annak tiikrében is kiemelend6, hogy a populacid magas
diverzitas értéke kritikusan alacsony mintaszam mellett allt el6.

A két markerezési technika Shannon-index értékei kozott tapasztalhatd nagysagbeli
kiilonbségek abbol adddnak, hogy amig a mikroszatellit vizsgdlat sordn hat meghatarozott
lokuszon el6forduld alléleket vizsgalok, tehat tobb allélt is tudok egy meghatarozott
lokuszhoz kotni, addig a RAPD vizsgdlat soran a genomban véletlentl felszaporitott, ezaltal
ismeretlen lokusz ,eredetli” fragmentek vizsgalata torténik meg. Azaz csak a kivalasztott
fragmentek jelenlétét, illetve hidnyat tudom értékelni, ezaltal az (elméleti) allélszam
alacsonyabb lesz, ami kisebb Shannon-index értékeket eredményez. Ebbdl adédik az is, hogy
a program a fragmentek frekvencidjabdl csak a vart (elméleti) heterozigdciat tudja
meghatdrozni, a megfigyelt heterozigdciat nem.

A 22. tablazatban az egyes populdciokban megfigyelt sdvok (fragmentek) szamat
tintettem fel.

Populécis N | fragmenteraima | st i
Bakony 14 15 0 0
§ Bels6-Somogy 13 23 0 0
€ Dravamenti-siksag 22 28 5 0
2 | Keszthelyi-hegység 16 20 1 0
L | szigetkdz 24 19 2 0
Zselic 18 24 1 0
Bakony 19 23 1 0
§ Bels6-Somogy 23 34 9 2
é Keszthelyi-hegység 15 22 0 0
% | Mecsek 27 25 7 0
& Villanyi-hegység 5 17 0 0
Zselic 15 26 0 0

22. tablazat: A RAPD vizsgalatok fragmentadatai populacionként (jelmagyarazat: *frekvencia<5%)

A megfigyelt fragmentek alapjan, a diverzitas értékeknek megfeleléen, a leggazdagabb
populaciénak a fehér nyar esetében a drdvamenti, a somogyi, valamint a Shannon-index
értékek alapjan nem vart médon a zselici bizonyult. Utébbi ellentmondasnak tiné eredmény
a zselici populacié alacsonyabb fragment frekvencidjaval magyarazhatd. Mig bels6-somogyi
populacié savfrekvenciajanak atlaga 0,203, addig ez az érték a zselici populacié esetében
csupan 0,118 volt (ez a kilonbség egyébként az effektiv allélszamban is megmutatkozik). A
legkevesebb fragmentet a bakonyi populdciéban mutattam ki. Egyedi, tehat kizadrdlag az
adott populaciéban megfigyelt sav a fehér nyar esetében nem volt kimutathato.

A rezg6 nyar esetében a bels6-somogyi populacid6 mutatta a legmagasabb
fragmentszamot (34), melyek kozil 9 bizonyult ritka fragmentnek. Ezen populacié esetében
sikerilt egyedil egyedi fragmenteket kimutatni. Ugyancsak magas fragmentszam volt a
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zselici és a mecseki populacidk esetében is kimutathatd, utébbi esetében a 25 fragment
koziil 7 frekvenciaja volt 5% alatti. A Shannon-index értéke alapjan legkevésbé diverz bakonyi
allomanyban 23 fragmentum volt kimutathaté.

A Nei-féle genetikai tavolsag adatokbdl Osszedllitott matrix alapjan a Statistica 6.0
programmal dendrogramot szerkesztettem az egyes populdciok kozotti genetikai kapcsolat
felmérése céljabdl, az SSR vizsgalat esetében ismertetett mdédon. A Complete Linkage
madszerrel készitett dendrogram a 10. dbrdan lathato.

Az dbra alapjan megallapithatd, hogy a kivalasztott két RAPD primer alkalmas a két faj
egyedeinek elkiilonitésére, ugyanakkor a két faj klaszterének kapcsolédasi tavolsagabdl
itélve joval kisebb felbontdoképességgel bir, mint a 6 primerrel végzett SSR analizis. Akarcsak
a mikroszatellit vizsgalat esetében, ugy a RAPD primerekkel sem sikerilt kapcsolatot
kimutatni az egyes populacidk foldrajzi és genetikai tavolsdga kozott. A legkisebb genetikai
tdvolsagot a fehér nyar esetében a bakonyi és a dradvamenti, mig a rezgé nyar esetében a
keszthelyi-hegységi és a mecseki populadciok mutattak.

Tree Diagram for Variables

Complete Linkage
Dissimilarities from matrix

Fh - Bakony

Fh - Dravamenti-siksag

Fh - Keszthelyi-hegység

Fh - Zselic

Fh - Bels6-Somogy

Fh - Szigetkoz

Re - Bakony

Re - Bels§-Somogy

Re - Villanyi-hegység

Re - Keszthelyi-hegyseg

Re - Mecsek
Re - Zselic
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

Linkage Distance

10. abra: Nei-féle genetikai tavolsag matrix alapjan szerkesztett dendrogram [RAPD analizis; jelmagyarazat:
linkage distance — kapcsolddasi (genetikai) tavolsag]

4.2.4. PCR-RFLP vizsgalat

A négy kloroplaszt specifikus primerpar — restrikciés endonukledz kombinacidval végzett
PCR-RFLP vizsgalat soran, a keletkezett allélmintazatok alapjan Osszesen 21 kloroplaszt
haplotipust kilonitettem el. Az egyes haplotipusok elkilonitését sajat protokoll alapjan
végeztem, az elnevezésiiket nem igazitottam mas szerz6k altal publikdlt eredményekhez. A
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protokoll bemutatdsat a 23. tablazat tartalmazza. A kloroplaszt haplotitusok populdcionkénti
megoszlasat, illetve frekvencidjat a 24. tablazat tartalmazza, a haplotipusok leszarmazasi
viszonyait pedig a Network 6.2.1.2 filogenetikai szoftverrel [Fluxus Technology Ltd., Median-
joining (MJ) network (Bandelt és mtsai 1999)] készitett 11. dbra szemlélteti. A tablazat és a
diagram az SSR és a levélmorfolégiai vizsgalatok egylittes értékelése sordn kivalasztott, és a
PCR-RFLP vizsgalatba bevont 115 fehér nyar, 125 rezg6 nyar és 21 sziirke nyar adatai alapjan
készllt.

Haplotipus primer-enzim kombinacid
szama Pr.1.+Hinf | | Pr.2.+EcoRI | Pr.3.+Hhal+Sspl | Pr.4.+Msp |
1. a a a a
2. a a a b
3. a a a o
4, a a b b
5. a a b C
6. a a b d
7. a a o o
8. a a c d
9. a a o e
10. a a C f
11. a a d f
12. a a e g
13. b a b b
14. b b b b
15. b b b c
16. b b c d
17. b C b b
18. b c b C
19. b d b b
20. b d b C
21. b e b b

23. tablazat: Az egyes haplotipusok meghatarozasa soran alkalmazott protokoll (megjegyzés: az egyes
betiikédok az adott lokuszon detektalt allélek sorszamaként értelmezenddk. A sorrend az allélek
lokuszonkénti elektroforetikus mobilitasat mutatja, ahol az a jelii allélek a legkisebb elektroforetikus
mobilitasiak)

A megfigyelt haplotipusok kozil 12 bizonyult fehér nyar, mig 9 rezgé nyar eredetlinek. A
fehér nyar haplotipusok kozil a legnagyobb frekvenciaval a H5-6s rendelkezik (N=43), mig 4
haplotipus csak egy egyedben volt kimutathaté (H3, H7, H10, H12). A H2-es és a H5-6s
haplotipusok széleskord elterjedéssel birnak, valamennyi vizsgalt populacidban megjelentek.
A korabban emlitett ritka haplotipusok, valamint a H11-es haplotipus ugyanakkor csak egy
adott populadcidban voltak jelen (H1 és H7 a Drdvamenti-siksagon, a H10-es a Bels6-
Somogyban, mig a H11-es és H12-es a Szigetkdzben mintdzott populdcidkban). A kimutatott,
illetve a ritka haplotipusok szamat figyelembe véve a dradvamenti, a somogyi és a szigetkozi
populaciék mutattak a legnagyobb diverzitdst a fehér nyar esetében (mindharom esetében
Osszesen 8, kozottiik sorrendben 2, 1 és 2 ritka haplotipus volt megfigyelhetd). A vizsgdlatba
vont 21 szirke nydar kozdl 11 mutatott fehér nydr eredet(i haplotipust (a sziirke nyar
egyedeket is tartalmazoé populdcidk a 24. tablazatban zold szinnel keriiltek kiemelésre).
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A rezgl nyar eredetl haplotipusok kozil a H17-es emelkedik ki frekvenciajat illetéen
(N=64). A csoportban ez az egyetlen haplotipus, amelyik valamennyi vizsgdlt populacidban
kimutathatd volt. Négy haplotipus tekinthet6 ritkdnak a rezgé nyar csoportban (H13, H16,
H20, H21), kozilik harom egy, mig egy haplotipus (H21) két populacidban volt
megfigyelhet6. A teljes haplotipus szam, valamint a ritka haplotipusok szdma alapjan a
bakonyi populacié emelkedik ki jelentésen a fajon beliil (sorrendben 7, illetve 3-as
értékekkel), mig a legalacsonyabb diverzitast a zselici populdci6 mutatta, Osszesen két
haplotipussal. Ritka alléleket tartalmazott tovabba a Villanyi-hegységben, a Mecsekben és a
Bels6-Somogyban mintdzott populdcié. A vizsgalatba vont 21 szirke nyar koézil 10
tartalmazott rezg6 nydr eredet(i haplotipust.

Fehér nyar haplotipusok Rezgd nyar haplotipusok

Populdcié |H1|H2 |H3|H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | HO | H10 | H11 | H12 | H13 | H14 | H15 | H16 | H17 | H18 | H19 | H20 | H21
Dravamente |1 |1 |12 |11 11412
Villanyi-hg. 5 3 4 |1
Mecsek 8 11|15 5
Zselic 1 4|7 5 10

B.-Somogy 1 673 211 6 27| 1| 6 1
Keszthelyi-hg. 3 11416 3 2

Bakony 7 514 2 1|5 3 1
Szigetkoz 2 319 (1 6|1 2 |1 1

Frekvencia 7115|1(16(43|14|1 (15|10 1 2 1 1127|1141 (64| 7 |18 1 2

24. tablazat: A PCR-RFLP vizsgalatok soran megfigyelt haplotipusok egyedszama populacionként
(jelmagyarazat: a zold szinnel kiemelt szamokhoz tartozé haplotipusok voltak a vizsgalt sziirke nyarakban
kimutathatok)

Az egyes lokuszonként megfigyelt allélok alapjan a GenAlEx szoftver segitségével
kiszamitottam az egyes populaciok fontosabb diverzitds értékeit. A vizsgalat eredményeit a
25. tablazat tartalmazza.

A fehér nyarak esetében, ami az a haplotipus adatokbdl varhaté is volt, a szigetkozi
populacié bizonyult kiemelkedéen a legdiverzebbnek (valamennyi paraméter tekintetében).
Ezen populdcidban sikerilt tovabbd kimutatni egyedil a vizsgdlt két faj populacioi kozl
egyedi alléleket (szdmszerint kett6t). Shannon-index és haploid géndiverzitas értékeit
figyelembe véve magas diverzitdst mutatott még a zselici, a keszthelyi-hegységi és a
drdvamenti populacidé is. A vizsgalt paraméterek alapjan a bakonyi allomany mutatta a
legkisebb genetikai diverzitast.

A rezg6 nyarak kozul, a haplotipus adatokbdl szintén varhaté modon, a bakonyi
populacid bizonyult a legdiverzebbnek, ezen populdcié esetében szamitottam a legmagasabb
atlagos lokuszonkénti és effektiv allélszamot, Shannon-index és haploid géndiverzitds
értéket. A Shannon-index értéket figyelembe véve a villanyi-hegységi populacié bizonyult a
masodik legdiverzebbnek, ami figyelembe véve a tényt, hogy a vizsgalt rezg6 nyar populdcidk
koziil ez rendelkezett a legalacsonyabb mintaszammal, figyelemre méltonak tekinthetd. A
hasonld egyedszammal képviselt zselici dllomany minden diverzitdsmutatd tekintetében
jelent6sen elmarad a villanyitél. Kilon emlitést érdemel, hogy a mintaszamat tekintve a
legjobban képviselt somogyi populacié alacsony kloroplaszt DNS valtozatossaggal bir a
vizsgdlt DNS szakaszokat figyelembe véve.
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Populacid N Na Ne [ h Npr
Bakony 15,000 2,000 1,746 0,484 0,298 0
S5 | Bels6-Somogy 18,000 2,500 1,964 0,562 0,306 0
? Dravamenti-siksag | 23,000 2,500 1,747 0,548 0,299 0
2 | Keszthelyi-hegység| 17,000 2,250 1,958 0,562 0,313 0
& Szigetkoz 24,000 3,250 2,213 0,694 0,350 2
Zselic 18,000 2,250 1,979 0,565 0,323 0
Bakony 19,000 2,250 1,636 0,418 0,222 0
§ Bels6-Somogy 36,000 2,000 1,302 0,277 0,147 0
é Keszthelyi-hegység| 16,000 1,500 1,392 0,312 0,217 0
%0 | Mecsek 27,000 2,000 1,428 0,333 0,188 0
< Villanyi-hegység 13,000 1,750 1,507 0,336 0,198 0
Zselic 14,000 1,250 1,212 0,163 0,115 0

25. tablazat: A PCR-RFLP vizsgalat soran meghatarozott diverzitas értékek (Jelmagyarazat: N — mintaszam, Na
— atlagos lokuszonkénti allélszam, Ne — lokuszonkénti effektiv allélszam, | — Shannon-féle informacids index,
h — haploid géndiverzitas, Npz — egyedi allélek szama)

A 11. dbra az egyes haplotipus leszarmazasi viszonyait szemlélteti, amely lehetGséget
biztosit az egyes fajok filogenetikai multjanak vizsgdlatara.

Fehér nyar klaszter

11. abra: Az egyes haplotipusok leszarmazasi viszonyait szemléltet6 Median-joining halézat [jelmagyarazat:
az mv rovidités (median vectors) altal jelzett pontok fel nem fedett, vagy kihalt haplotipusokat jeleznek, a
haplotipusok k6zo6tti piros szamok pedig a valdszin(isitheté mutacios Iépések szamat jelentik; azokat a
haplotipusokat, melyekkel a vizsgalt sziirke nyar egyedek rendelkeztek, nyilakkal jel6ltem]

Az egyes fajok filogenetikai értékelése sordn a kovetkez6 megallapitdsokat vettem
figyelembe: a kozponti elhelyezkedés(l és nagy frekvenciaju (nagy egyedszamot képviseld)
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haplotipusok Gsi jelleglek, illetve azok a populacidk, melyek ezen haplotipusokat hordozzak,
potencidlis jégkorszaki refugidlis populaciéknak, vagy ezen populaciék kozvetlen
leszarmazottjanak tekinthet6k (Posada et Crandall, 2001 cit. Fussi et al, 2010). Tovabba a
magas haplotipus diverzitds ugyancsak refugidlis populdcidkat, vagy lehetséges posztglacialis
terjedési zénak taldlkozasi pontjait jelolheti (Petit et al., 2003 cit. Fussi et al., 2010).

A fehér nyar esetében a legnagyobb frekvencidt mutaté H5-0s haplotipus, bar a
dradvamenti populdcidoban mutatta a legnagyobb egyedszamot, a tobbi vizsgalt populaciéban
is jelentds egyedszammal képviselte magat. Nagy haplotipus diverzitdst mutatott a
drdvamenti, a bels6-somogyi és a szigetkozi populdcio is, illetve mindharomban mutattam ki
egyedi, azaz csak arra a populdciora jellemzd haplotipust. Ezek a tények, valamint a Median-
joining haldzat fehér nyar dganak osszetettsége (12 haplotipus és 6 median vektor alkot kis
genetikai tavolsaggal szertedgazé haldézatot) alapjan ugy vélem, hogy a dunantuli régiét a
fehér nyar tobb posztglacidlis rekolonizaciés irdnybdl, de elsGsorban a nagyobb folydk
mentén, illetve a sikvidéki teriileteken keresztiil népesitette be. Utébbira utal a domb- és
kozéphegységi populacidk alacsonyabb haplotipus diverzitasa. Fussi és munkatarsai két f6
refugidlis régiot feltételeznek a fehér nydar esetében Kozép-Eurépaban, Olaszorszag
(Appennini-félsziget) és Romdnia kozponttal (Fussi et al.,, 2010). Feltételezhets, hogy az
altalam vizsgdlt dunantuli régiot ezen két f6 refugiumbdl kiindulva rekolonizalta a fehér nyar.

A rezglnyar esetében a Network 4.6.1.2 filogenetikai szoftver segitségével szerkesztett
filogenetikai haldzat joval egyszerlbb lefutdsu, a megfigyelt haplotipusokat egy kihalt &si,
vagy fel nem fedett, kozponti elhelyezkedés( haplotipusbdl szarmaztatja. A haplotipusoknak
a halézat koézponti tengelyéhez valé csatlakozdsa és a haplotipusok populdciok kozotti
megoszlasa kozott Osszefliggést nem taldltam. A rezg6é nyar esetében tapasztalt
filogeografiai szerkezet hidnya alapjan Fussi és munkatdrsai igazoltnak vélik azt a feltevést,
mely szerint a negyediddszakbeli glaciadlisok soran a rezg6 nyar tébb, egymassal (genetikai)
kapcsolatban all6, a jégpancél kozelében elhelyezkedd refdgiumokba huzddott vissza,
tovabba feltételezik, hogy ezen refugiumokbdl a teriiletek rekolonizacidja gyorsan tortént
meg (Fussi et al., 2010). A dunantuli mintdk vizsgdlati eredményei alapjan ugyanakkor
feltételezhet, hogy a terilet rekolonizacidban a Bakonyban, valamint a dél-dunantuli domb-
és kozéphegységi régidoban fennmaradt populdciok is szerepet jatszottak. Ezen refugialis mult
létét latszik aldtamasztani a bakonyi populdcid magas haplotipus diverzitdsa, a H17-es
haplotipus magas frekvencidja a bakonyi, zselici és mecseki populdciékban, valamint a
Villanyi-hegységben, a Mecsekben és a Bakonyban feltart ritka haplotipus el6fordulds
(sorrendben H20, H16, H21).

4.2.5. Hibrid egyedek elemzése Structure 2.1 szoftverrel

A genetikai és levélmorfoldgiai vizsgalatok soran sziirke nydrként azonositott egyedek
genetikai Osszetételét, az altaluk reprezentdlt, a szil6fajoktél szdrmazd introgresszid
mértékét Structure 2.1 szoftverrel (Pritchard et al., 2000) értékeltem. A szoftver a vizsgalt
egyedeket lokuszonkénti allélfrekvencia értékeik alapjan csoportokba (populdcidkba) sorolja,
parhuzamosan értékelve a csoportok allélfrekvencia értékeit is, meghatarozva egyben azt a
legvaldszinlibb K szdmu csoportot, melybe a tobblokuszos genotipus adatok alapjan az
egyedek tartozhatnak. A valdszinliségi futtatasok alapjan nyert adatokat a Structure
Harvester programmal (Earl et von Holdt, 2011) dbrazoltuk és értékeltik.

A teljes SSR vizsgalati mintasoron (437 egyed) elvégzett elemzés eredményeit a
mikroszatellit és levélmorfoldgiai vizsgalatok altal meghatdrozott sziirke nyar egyedek rész-
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(23 egyed) és kozos halmazan (123 egyed) is értékeltem. A két mddszerrel sziirke nyarként
azonositott egyedek populacidk kozotti megoszldsat a 26. tdblazat tartalmazza.

Genetikai + Genetikai +
levélmorfoldgiai vizsgalat | levélmorfoldgiai vizsgalat

Populacid (metszet) (k6z6s halmaz)
Dravamenti-siksag 1 13
Villanyi-hegység 0 1
Mecsek 2 9
K6zép- és Alsd-Duna-artér 0 7
Bels6-Somogy 2 27
Kils6-Somogy 6 9
Zselic 5 12
Bakony 5 20
Keszthelyi-hegység 0 4
Balatoni-medence 0 5
Szigetkoz 2 16

Osszesen 23 123

26. tablazat: Sziirke nyarak megoszlasa mintazott populaciénként, illetve meghatarozasi sémanként

A futtatasok eredményeképpen a Structure 2.1 program a teljes mintasorra két
csoportot hatdrozott meg, azaz az egyedeket az allélfrekvencia értékeik alapjan két
csoportba (fajba) sorolhaténak vélte. A sziirke nyarak alkotta hibrid csoport tehat ezen
vizsgdlat alapjan sem hatdrozhaté meg genetikai értelemben a két alapfaj kozotti diszkrét
halmazként, hanem csupan a két faj kozotti atmeneti alakok csoportjaként.

Az

allélfrekvencia értékek alapjan a program altal

meghatdrozott besorolasi

valdszinliségekbdl kovetkeztetni lehet a hibrid egyedek szdrmazasara (a hibridizacio
jellegére). A kozel azonos valdszinlségi értékek ezek alapjan elsé generdcios (Fi-es)
hibrideket jeleznek, mig a valamelyik faj irdnyaba eltolédott ardnyok visszakeresztez6désre

utalnak.

Pop 2
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-10 -5 0
| m
e ey =
ig o & A .
A 44 410 -
*e
S ¢
A *®
* -15 -
-20 -

A Sziirke nyar

D

12. abra: 6 SSR markerrel végzett egyedbesorolas grafikus abrazolasa, 23 sziirke nyar egyed esetén
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A 12. dbra a 6 mikroszatellit markerrel végzett molekuldris genetikai, illetve a
levélmorfoldgiai  vizsgalatok soran egységesen hibridként azonositott egyedek
egyedbesorolasi diagramjat, a 13. dbran pedig ezen 23 szirke nyar egyed introgresszaltsagat
szemléleti.
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13. abra: 23 sziirke nyar egyed szarmazasa 6 SSR marker alapjan (jelmagyarazat: kék szinnel a fehér nyar,
pirossal a rezgd nyar eredet valdszinlisége lathatd, a fehér sav pedig az els6 generacids hibridek valasztott
értelmezési tartomanyat jeloli)

A 12. abran jol lathatd, hogy a két besoroldsi modszerrel egységesen sziirke nyarként
azonositott egyedek alapvetéen a két faj egyedei altal alkotott pontfelh6k kozott
helyezkednek el, csupan egy nagyon enyhe fehér nyar felé irdnyuld intergradaldodas
kozotti valdszinliségi hatar figyelembe vételével tekintem az utdédot elsé generdcids
hibridnek, ugy a megfigyelt 23 egyed kozlil 12 azonosithatd Fi-es szlirke nyarként, azaz a
szirke nyar egyedek tobb mint fele els6é generacids hibrid egyed. A maradék 11 egyed kozil
10 a fehér nyar sziil6vel, mig egy egyed a rezgl nyarral visszakeresztez6dott hibridként
azonosithato.

Amennyiben azokat az egyedeket tekintem sziirke nyarnak, melyek a genetikai és
levélmorfoldgiai vizsgalat kozlil barmelyik altal szlirke nyarként voltak azonosithatdak, mar
mas eloszlasértékeket kapok. Az ezen elv alapjan azonositott 6sszesen 123 sziirke nyar egyed
egyedbesorolasi és hibridizacids dbrdjat a 14. és 15. dbra szemlélteti.

Az el6z6 csoportositasi mddszer eredményeitél eltéréen a 123 sziirke nyar egyed alkotta
pontfelhé mar erGs fehér nyar irdnyu intergradalédast mutat a 14. dbran. A hibridek alkotta
halmaz csak csekély mértékben mutat atfedést a rezgd nyarak pontfelhgjével.

Ugyanazon valészinlségi hatarokkal szdmolva, 123 sziirke nyar egyed esetén az els6
generacios hibridek szama 24, a fehér nyarral visszakeresztez6dott hibrideké 93, mig a rezgé
nyar szulGvel visszakeresztez6dott hibrideké mindosszesen 6. Ezen vizsgalatok is megerdsitik
tehdat azt a megfigyelést, mely szerint a természetben létrejové hibrid sziirke nyar egyedek
elsGsorban a fehér nyar sziil6vel keresztez6dnek vissza, és a visszakeresztez6dések folytan a
szirke nyarak a fehér nyar sziil6faj felé intergradalédé hibrid rajt alkotnak (Bartha, 1999).
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14. abra: 6 SSR markerrel végzett egyedbesorolas grafikus abrazolasa, 123 sziirke nyar egyed esetén
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15. abra: 123 sziirke nyar egyed szarmazasa 6 SSR marker alapjan (jelmagyarazat: kék szinnel a fehér nyar,
pirossal a rezgd nyar eredet valdszinlisége lathatd, a fehér sav pedig az els6 generaciés hibridek valasztott
értelmezési tartomanyat jeloli)

Amint azt korabban emlitettem, a genetikai és levélmorfoldgiai vizsgdlatok sordn
egységesen szlirke nydarként azonositott 23 egyed kozil 21 esetében rendelkeztem
haplotipus adatokkal. Ezek alapjan a 21 egyedbdl 11 fehér nydr eredetl, mig 10 rezgb nyar
eredet( haplotipust tartalmazott. Ez az ardny a két vizsgalati mddszer koz0s sziirke nyar
halmazan mar egészen mds értékeket mutatott: a 123 egyed kozil 114 esetében
rendelkeztem PCR-RFLP vizsgalati eredményekkel, melyek kozil 94 egyed hordozott fehér
nyar eredetl és csupan 20 rezg6 nyar eredetl kloroplaszt DNS-t. Természetesen utébbi
mintasor esetében a fehér nyar—szirke nyar elkiilonités joval nagyobb bizonytalansagot
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hordoz (ez a 15. abran is megfigyelhetf, hiszen az egyedek mintegy fele 95%-os
valdszinliséggel fehér nyarként azonosithatd). Nagyon kilonleges eredményt kaptam
ugyanakkor az els6 generdcios, tehat Fi-es hibridek vizsgalata sordn. Az elsé vizsgalati
mintasoron (23 egyed) azonositott 12 F;-es hibrid kozil 9 haplotipusa bizonyult rezgé nyar és
csupan harom fehér nyar eredetlinek. A kiegészitett mintasoron (123 egyed) valdszindsitett
24 els6 generacios hibridek kozil 23 esetében rendelkeztem haplotipus adatokkal, melyek
koziil 12 haplotipusa mutatott rezgé nyar, és 11 fehér nyar eredetet. Az eredményeim arra
engednek kovetkeztetni, hogy a fehér nyar és a rezgb nyar elterjedési teriletének atfedési
zonaiban kozel azonos aranyban jonnek létre alba x tremula és tremula x alba eredet(
szirke nyar egyedek. A rezgd nyarral visszakeresztez6dott, tehat rezgs nyar jellegl szirke
nyar egyedek ritka el6forduldsara tobb tényez6 is magyarazatot adhat. Mérsékelheti a rezg6
nyar szll6vel vald visszakeresztezGdés esélyét egyrészt a Lexer és munkatarsai altal
feltételezett citoplazmatikus inkompabilitds (Lexer et al., 2005), amely a tremula x alba
eredet( szirke nydrak esetében léphet fel, nehezitve a BC;-es nemzedék létrejottét. A rezgd
nyar jellegl szirke nyarak kialakuldsanak hatterében viragzasbioldgiai okok is allnak. A rezgé
nyar 2-12 nappal korabban kezd virdgozni a fehér nyarnal, és a virdgzas kordbban is ér véget,
igy annak az esélye, hogy a |étrejott nGivaru szlirke nyarakat rezg6 nyar pollen termékenyiti
meg, kisebb a fehér nyarral vald beporzdshoz (visszakeresztez6déshez) képest (a két faj
virdgzasi idejének atfedése konnyebben felmelegedd, els6sorban homoki 6kotdpokban
nagyobb, igy a szlirke nyarak létrejottének is ezen dkotdpokban nagyobb az esélye; Bartha,
1999). Ugyanakkor nem hagyhatd figyelmen kivil az a Kopecky altal tett megfigyelés sem,
mely szerint a canescens x tremula keresztezésekbdl felnevelt utdodok kozott a csokkent
novekedés(i egyedek szama magasabb, a heterdzis hatast mutatdké viszont alacsonyabb a
canescens x alba keresztezés utddnemzedékéhez képest (Kopecky, 1956). Tehat a
természetben a rezg6 nyarral visszakeresztez6dott egyedek fennmaradasi esélye
alacsonyabb a gyorsabb fiatalkori novekedést mutatd, fehér nyarral visszakeresztez6dott
szirke nydrakhoz képest. Megemlitendé még tovabbd, hogy a nyarak kétlaki ndvények, igy
egy els6 generacids nbivaru sziirke nyar egyed esetében 6nbeporzds nem torténhet, emiatt
Onbeporzasbdl szarmazd hasadd nemzedékek (tehdt a két alapfaj jellegzetességeit hordozd
szirke nydarak) keletkezésével ilyen mdédon nem szamolhatunk. Természetesen az okok
feltdrasa tovabbi vizsgalatokat igényel, amely kiterjedhet a kilonb6z6 o6kotopokban
keletkez§ sziirke nyarak kloroplaszt DNS-ének elemzésére is.
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5. Eredmények gyakorlati alkalmazhatdsaga, javaslatok a tovabbi kutatasokra

A jelenleg hatdlyos, az erdészeti szaporitéanyagokrél sz6l6 rendelet [110/2003 (X. 21.)
FVM rendelet] két szarmazasi korzetet hataroz meg a fehér nyar esetében a dunantuli
régiora, melyek a kovetlezd tdjegységeket foglaljak magukba:
o 1. kdrzet: Gocseji bikktaj, Gocseji fenySrégid, Orség, Vas-Zalai Hegyhat, Vas
Megyei Dombvidék, irottk&alja, Soproni Hegyvidék, Déli Pannonhdt, Soproni
Dombvidék, Kemenesalja, Kisalfoldi Homok, Szigetk6z, Hansdg, Vértes,
Bakonyalja, Magas-Bakony, Eszaki Pannonhat,
e 2. korzet: Villanyi Hegyvonulat, Mecsek, Zselicség, Baranya-Somogy-Tolnai
Hegyhat, Orménsag, Somogyi Homokvidék, Nagyberek és Kis-Balaton.

Tekintettel arra, hogy erdészeti szempontbdl elsGsorban sikvidéki viszonyok kozott
alkalmazott fafajrél van szo, illetve, hogy az daltalam vizsgat fontosabb sikvidéki populacidk
(Szigetkoz, Bels6-Somogy, Dravamenti-siksag) kozil a somogyi és a dravamenti populdciok
genetikai tavolaga a mikroszatellit elemzések alapjan alacsonynak bizonyult, a jogszabaly
altal kijelolt korzeteket elfogadhaténak tartom. Ugyanakkor fontosnak tartom megjegyezni,
hogy a tudomanyos alapokra tdmaszkodd szarmazasi korzet kijeldléshez nélkiilozhetetlen az
altalam nem vizsgdlt fontosabb fehér nyar populdcidk (pl.: Hansdg, Gocsej, Mez6fold,
Kemenesalja) altal képviselt genetikai diverzitds megismerése is.

A rezgb nyar esetében a jogszabdly nem hatdroz meg konkrét szarmazasi korzeteket, igy
tulajdonképpen az orszag teljes teriiletét egy szarmazasi korzetként értelmezi. Nyilvanvaléan
ezt a fafaj nem meghatarozé erdészeti jelentGsége indokolta. Bar valdban nem
allomanyalkoto f6fafajrél van szé a rezg6 nyar esetében, szdmos erd6tarsulasban fordul eld
értékes elegyfafajként, ami miatt fontos lenne az esetében is szdrmazasi korzeteket
elkiiloniteni. Tekintettel arra, hogy a mikroszatellit elemzés sordn magas diverzitast mutaté
bakonyi, bels6-somogyi, zselici és mecseki populacidk koziil utdbbi harom genetikai
tdvolsaga kisebb, ezért adataim alapjan legaldabb két szdrmazasi korzet kialakitdsa
javasolhatd a rezgd nyar esetében: az Dundntuli-kdzéphegységet, illetve Eszak- és Nyugat-
Dunantult (1. korzet), valamint a kozéphelységt6l délre es6 kozép- és dél-dunantuli
tdjegységeket magaban foglald terileteken (2. korzet). A rezgd nyar elterjedése
szempontjabdl jelentds nyugat-dunantuli teriiletek genetikai diverzitasdnak felmérése fontos
feladat, ami természetesen az dltalam javasolt szarmazasi korzet kialakitast is mdodosithatja.

A molekularis genetikai vizsgdlatok alapjan a fehér nyar esetében a bels6-somogyi,
szigetkozi, zselici és dravamenti, a rezg6 nyar esetében a belsG-somogyi, bakonyi, zselici és
mecseki populdciok mutattdk a legmagasabb genetikai diverzitast, ami ezen populdciok
genetikai valtozatossaganak megérzésére, védelmére hivia fel a figyelmet. Célszerlnek
tartom torzsfak kijelolését ezen populacidkban (akar az altalam kijel6lt egyedekre alapozva),
illetve ezen torzsfak vegetativ utédainak felhasznaldsaval ex situ génmegé6rz6 (ltetvények
kialakitasat.

A Leuce nyarak szaporitdanyag termelése hazadnkban, egy vegetativ fajtatél (Populus
alba L. cv. Villafranca) eltekintve, szinte kizardlag dontott fardl gydjtott magokbdl torténd
csemetenevelésen alapszik. 1-2 dontott anyafardl tobb tizezer csemete nevelésére alkalmas
mag is gyUljthetd, melyet jellemzGen egy adott felhasznalasi korzetben (erdészet) lltetnek el.
igy egy akar tobb ezer hektaros teriiletre is féltestvér utddok keriilnek kililtetésre, melyek
szarmazasarol (és fenotipusos értékérdl) csak az anyafa altal nyerhetSk részinformaciok.
Konnyd beatni, hogy igy, féleg amennyiben az anyafa beporzasdaban dont6en csak egy vagy
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néhany himivara egyed vett részt, nagy kiterjedés(i Ultetésekhez csupan szlk genetikai
valtozatossaggal bird szaporitdanyag felhaszndlasa torténik meg, ami jelentds okoldgiai
kockdzatot hordozhat magdban (adaptdcios képesség csokkenés). Ezen szaporitdanyag
termelési mddszer tovabba évrél évre csokkenti az ivarérett, méretes néivaru egyedek
szamat az adott korzeten belll, ami az egyedszam csokkenés mellett a géndramlas
korlatozdsa altal veszélyeztetheti az adott populacié fennmaradasat. Ezért mindenképpen
célszerlinek tartom magtermeszt6 Ultetvények kialakitasat, a vizsgalataim alapjan gyakori és
ritka alléleket hordozd egyedek felhasznaldsaval. Az ilyen tipusu magtermeszté plantazsok
egyben természetesen ex situ génmeg6rz6 lltetvényekként is funkciondlnanak.

Tekintettel arra, hogy szdmos értékes fehér nyar és rezg6 nyar popudcié nem kerilt be a
vizsgdlatba, fontosnak tartom a populdcidgenetikai vizsgdlatok kiterjesztését ezen
tertiletekre. Fehér nyar esetében ez elsGsorban a duna-menti artéri, valamint a hansagi és
mez6foldi populdciokat, a rezg6 nyar esetében pedig a Nyugat-dundntul, a Hansag, valamint
a Dunantuli-k6zéphegység nem vizsgalt populacidit érintené. Természetesen érdemesnek
tartom a vizsgdlatokat a duna-tisza kozi és tiszatuli régid populdcidira is kiterjeszteni.

Erdemes lenne a populdcidk genetikai diverzidsat az adaptacids képességet jobban
feltard izoenzim vizsgdlatokkal is értékelni. Ehhez jo alapot nyujthat Bartha Dénes és Bordacs
Sandor fehér nyar populdciok egyedein végzett észterdz és peroxidaz enzim vizsgdlata
(Bartha et Bordacs, 1990).

A fehér nyar és a rezg6 nyar kozotti hibridizacids folyamatok tovabbi vizsgalatat is fontos
feladatnak tartom. Az SSR és PCR-RFLP vizsgalatokat szeretném kiterjeszteni nagyobb szamu
szirke nyar egyedre, OsszekOtve Bartha Dénes 4dltal is alkalmazott viragzasbioldgiai
megfigyelésekkel (Bartha, 1999), tobb, eltér6 okoldgiai adottsagu 6kotdpban.

Mar Koltay Gyorgy és Kopecky Ferenc is felfigyelt a szintelen gesztd, tehat e tekintetben
rezglé nyar jellegl szlirke nyarak gazdasagi értékére, illetve szarmazdsukkal kapcsolatos
kutatasok fontossagara (Koltay et Kopecky, 1954). Fontos nemesitési feladatnak érzem az
ilyen tipusu egyedek felkutatasat, megbrzését, illetve olyan genetikai markerek szelektalasat,
melyek e tulajdonsdggal kapcsoltak, tehat lehetévé teszik sziirke nyar egyedek akar
csemetekorban torténd szelektaldsat ezen tulajdonsdagra.
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6. Osszefoglalas

2006 és 2009 kozott a Dundantul tobb, a fehér nydr és a rezgd nyar elterjedése
szempontjabol fontosabb tajegységeiben mintafa kijeloléseket végeztem, mely soran
O0sszesen 931 mintafat jeloltem ki. A mintafa kijelolés soran a kovetkez6 erdészeti tajakat
érintettem: Drdvamenti-siksag, Villanyi-helység, Mecsek, Baranyai-dombsag, Zselic,
Dunamenti-siksag, KilsG- és Bels6-Somogy, Keszthelyi-hegység, Balatoni-medence, Magas-
Bakony, Déli-Bakony, Balaton-felvidék, Szigetkoz. A kijelolt természetes eredet(, kozépidds,
id6s egyedekrél levélmintdkat gydjtottem genetikai és levélmorfoldgiai vizsgalatokhoz.

A herbariumi koriilmények kozott tarolt levélmintdkat levélmorfoldgiai elemzésnek
vettettem ala, 6sszesen 439 egyed esetében. Az egyedenként digitalizalt 3-5 levél elemzését
a levél korvonalat elliptikus Fourier leirdk alapjan értékel6 Shape 1.3 programcsomaggal
végeztem, mely sordn a Fourier leirok meghatdrozasan tul elvégeztem azok fGkomponens
analizisét is. A f6komponens analizis sordn az egyedek kozotti levélalak varianciara a
levélhossz-levélszélesség aranyat kifejez6 fékomponens volt a legmarkansabb hatdssal (a
variancia 68,25 %-ért volt felelGs). A fajok elkllonitésére, illetve a hibrid egyedek
azonositasara ugyanakkor sem a két legjelentdsebb (PC1, PC2), sem a szignifikancia vizsgalat
soran valamennyi csoport kozott szignifikans differenciat mutaté fékomponensek (PC2, PC3)
nem bizonyultak alkalmasnak.

A levélalak varianciajat sorrendben legjobban meghatarozé 20 f6komponens értékeikkel
jellemzet egyedeket a Statistica 6.0 program segitségével diszkriminancia analizisnek
vetettem ald. A diszkriminancia analizis soran kisebb tavolsagot allapitottam meg a terepi
meghatdrozas sordn sziirke nyarként azonositott egyedek és a fehér nyar egyedek csoportja
kozott, mint a rezgé nyarakkal valéd Osszevetésben. A vizsgalat soran elvégzett
egyedbesorolds 86%-os egyezést mutatott a fehér nydrak, 99%-os egyezést a rezgs nydrak,
és csupan 46%-os egyezést a sziirke nydrak terepi besoroldsaval. A diszkriminancia analizis
keretében elvégzett kanonikus analizis sordn egyedenként kanonikus valtozdkat (CV1, CV2)
szamitottam. A két kanonikus valtozé értékiikkel kétdimenzidés koordindtarendszerben
abrazolt fehér nyar és rezgs nyar egyedek hatdrozott szegregaciot mutattak, azaz egymastél
jol elhatarolhaté halmazba tomoriltek. Ez alapjan megaéllapithatd, hogy az elliptikus Fourier
leirdkkal jellemzett levélalak alkalmas a két faj elkiilonitésére. A terepi meghatarozas sordn
szirke nyarként azonositott egyedek a két faj halmazaval részben atfedd, de a fehér nyar
iranydba tomorilé, koztes elhelyezkedésli pontfelh6t alkottak, ami jél korreldl eredetiikkel,
valamint a kordbbi morfoldgiai vizsgalatok sordn tett introgressziés megfigyelésekkel.

A legyljtott egyedek fajmeghatdrozasat a levélmorfoldgiai vizsgdlatok mellett 6
mikroszatellit markerrel végzett genetikai vizsgalattal is elvégeztem. Az egyedek alléladatai
alapjan GenAlEx 6.5 programmal végzett egyedbesorolds 75%-0s egyezést mutatott a terepi
meghatdrozas, illetve 77%-os egyezést a diszkriminancia analizis eredményeivel. Mindkét
Osszevetés a fehér nyar - szirke nyar besorolas bizonytalansagat bizonyitotta, ezért a
populaciégenetikai vizsgalatokba azon egyedeket vontam be, melyek esetében a két
vizsgdlati modszer azonos eredményt adott. Ezek alapjan 6sszesen 160 fehér nyar, 152 rezgé
nyar és 23 sziirke nyar egyedet jeldltem ki a tovabbi vizsgdlatokra.

A hat markerrel végzett SSR vizsgalatok sordan megallapitott genetikai diverzitas
értékeket figyelembe véve a fehér nyarak koziil a bels6-somogyi, a zselici és a szigetkozi, a
rezg6 nydrak koziil a bakonyi, a zselici és a bels6-somogyi populaciék mutattak a
legmagasabb genetikai diverzitast. A két fajra megallapitott F és G statisztika értékek
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ugyanakkor kilfoldi vizsgalatok eredményeivel 6sszevetve is alacsony populaciékon beliili és
populacidk kozotti genetikai diverzitast mutattak, ami a két faj dunantuli mozaikszerd, de
szinte a teljes régiot lefedé elterjedési mintazataval, illetve az ebbdl fakadd erés populacidk
kozotti génaramldssal magyarazhatd. A populacidk kozotti Nei-féle genetikai tavolsag alapjan
a Statistica 6.0 programmal szerkesztett Complete linkage dendrogram csak részben
mutatott kapcsolatot az egyes populacidk genetikai és foldrajzi tavolsaga kozott.

A tesztvizsgdlatok soran a fajok elkiilonitésére alkalmasnak talalt két polimorf RAPD
primerrel 107 fehér nyar és 104 rezgs6 nydr egyeden végeztem elemzést. Az egyes populdciok
meghatdrozott genetikai diverzitas és fragment adatai alapjan a fehér nyar esetében a belsé-
somogyi, a drdvamenti és zselici, a rezg6 nyar tekintetében pedig a bels6-somogyi, a villanyi-
hegységi, a zselici és a mecseki populaciok mutattdk a legnagyobb genetikai diverzitast.
Egyedi fragmenteket kizarélag a bels6-somogyi rezg6é nyar populdcidé esetében talaltam. A
Nei-féle genetikai tdvolsag matrix alapjan szerkesztett dendrogramon az egyes populdciok
genetikai és foldrajzi tavolsaga kozott nem volt kapcsolat kimutathaté.

A fehér és rezgs nydr populacidk kloroplaszt DNS diverzitasat, illetve a fajok filogenetikai
jellemz6it PCR-RFLP vizsgalattal elemeztem. A négy kloroplaszt specifikus primerpar-
restrikcidos endonukledz kombinacidoban végzett vizsgdlat soran nyert alléladatok alapjan a
fehér nydrak kozott 12, a rezgd nydrak esetében 9 haplotipust mutattam ki. A haplotipus
adatok és a meghatarozott genetikai diverzids mutatdok alapjan a fehér nydrak kozott a
szigetkozi, a zselici, a keszthelyi-hegységi és a dravamenti, a rezgd nydrak kozott a bakonyi és
a villdnyi-hegységi populacidk mutattdk a legnagyobb diverzitast. Az alléladatokbdl a
Network 4.6.1.2 filogenetikai szoftver segitégével szerkesztett Median-joining haldzat
Osszetett kapcsolatot mutatott ki a megfigyelt fehér nyar haplotipusok kozott. Ez alapjan,
valamint az egyes populacidk haplotipus adataibdl kiindulva feltételezhet6, hogy a Dunantult
a fehér nydr az utolso glacidlist kbvetSen tdbb rekolonizacids irdnybdl, elsGsorban a nagyobb
folydkat kdvetve, illetve a sikvidéki régiokon keresztiil népesitette be. A rezgé nyar esetében
markans tendencia nem volt megallapithatd, ugyanakkor a bakonyi, a zselici és a mecseki
populacidk haplotipus adataibdl kiindulva feltételezhetének tarom, hogy a dunantuli régié
rekolonizalasaban az emlitett térségekben, mint kisebb refugiumokban fennmaradt
populacidk vettek els6dlegesen részt. A 21 vizsgalt szirke nyar egyed kozil 11-ben fehér
nyar, 10-ben pedig rezg6 nyar eredetd kloroplaszt haplotipus volt kimutathaté.

A genetikai és levélmorfoldgiai vizsgalatok soran sziirke nydrként azonositott egyedek
genetikai szarmazdasat Structure 2.1 szoftverrel elemeztem. Az elemzést kiterjesztettem az
egyedbesoroldshoz valasztott két modszer eredményeinek metszé (23 egyed) és kozos
halmazara (123 egyed). A program a teljes vizsgalt mintaszdm (437 egyed) alapjan két
csoport létezését feltételezte, tehat az egyedek allélfrekvencia értékeik alapjan a két faj
kozott genetikai értélemben létez6 koztes diszkrét csoportot nem valdszinUsitett. Ez
aldtamasztja a szirke nyar egyedekkel kapcsolatban végzett korabbi kutatdsok és
megfigyelések eredményeit, mely szerint a hibrid szirke nyar egyedek morfolégiai és
genetikai értelemben is a két alapfaj kozotti atmeneti alakoknak tekinthet6k. Az egyes
egyedek meghatdrozott csoportokhoz vald tartozdsi valdszinlségébdl kovetkeztetett
introgresszaltsagi foka alapjan vizsgalati eredményeim is igazoljdk azt a megfigyelést, mely
szerint a természetben |étrejové elsé generacids hibrid sziirke nyarak elsGsorban a fehér
nyar sziilével keresztez6dnek vissza, ami a fehér nyar szil6 felé intergradalédo hibrid raj
létrejottét segiti el6. A Structure 2.1 szoftver segitségével elsé generaciés hibridként
azonositott szlirke nyar egyedek PCR-RFLP markerezési eredményeinek elemzése soran
mindkét azonositasi adatsoron magas aranyu rezg6 nyar eredet(i haplotipust taldltam az
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egyedek kozott. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a természetben kozel azonos aranyban
keletkeznek anyai Uton fehér nyar és rezg6 nyar eredetl szirke nyar egyedek, azaz a két
keresztez6dési irany valdszinlisége kozel azonos. Az elsé generacids szlirke nyar egyedek
rezgé nyar szilGvel vald visszakeresztez6désének, illetve a keletkez6 rezgd nyar jellegl
szirke nydrak fennmaraddsanak esélyét tobb tényezd akar egylittes fellépése is
mérsékelheti (citoplazmatikus inkompabilitds, virdgzasbiolégiai okok, utddpopulacié
csokkent novekedési erélye).
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7. Tézisek

1. Vizsgdlataim alapjan az elliptikus Fourier leirdk haszndlatan alapulé levélalak elemés
alkalmas a fehér és a rezg6 nyar egyedeinek elkilonitésére.

2. A mikroszatellit vizsgdlatok alapjan a két faj populdcidkon beliili és populacidk kozotti
differencialtsaga nagyon csekély, ami jelentds géndramlasra utal az egyes populacidk
kozott.

3. A sejtmagi DNS két markerezési eljarassal tortént elemzése soran nem sikerilt
kapcsolatot kimutatnom a két faj egyes populdcidinak foldrajzi és genetikai tavolsaga
kozott.

4. A kloroplaszt DNS vizsgdlata soran feltart haplotipus diverzitas értékek és haplotipus
leszdrmazasi viszonyok eltérd filogenetikai utat valészinUsitenek a két faj esetében a
Dunantult érint6 posztglacialis rekolonizaciojuk tekintetében.

5. A szirke nyarként azonositott egyedek introgresszid vizsgdlata sordan magasabb
szint( fehér nyar irdnyabdl vald introgressziot figyeltem meg az egyedekben, ami
aldtamasztja a korabbi terepi megfigyelések eredményeit, mely szerint a
természetben kialakulé els6 generacios szirke nyarak nagyobb ardnyban
keresztez6dnek vissza a fehér nyar sziil6vel.

6. Az els6 generacids szirke nydrak kozott magas ardnyban azonositottam rezg6 nyar
eredeti kloroplaszt DNS-t hordozékat, ami alapjan feltételezhet6, hogy a
hibridizaciés zondkban kodzel azonos ardanyban keletkeznek alba x tremula és tremula
x alba szarmazasu hibridek.
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