A Sphagnum recurvum fajcsoport morfoldgiai és genetikai vizsgalata

BEVEZETES

A Cuspidata szekcid, egyike a tézegmoha (Sphagnum) nemzetség négy nagy monofiletikus
szekci6janak (Shaw 2000). A szekcié egyik alcsoportja, amelyet gyakran S. recurvum
csoportként emlegetnek, a tézegmohdk egyik nehezen hatdrozhatd taxondmiai alakkore (eg.
Stengien et al. 1997). Kutatdsaink soran ezzel a csoporttal foglalkoztunk.

A csoport tagjai morfologiailag nehezen megkiilonboztethetdek, pontos hatdrozasuk terepen
szinte lehetetlen, gyakran mikroszkdp segitségével sem lehetiink biztosak az eredményben. A
csoportba, Osszesen 9 taxont sorolnak: S. angustifolium, S. brevifolium, S. fallax s.s., S.
flexuosum, S. isoviitae, S. pacificum, S. recurvum s.s, S. rubroflexuosum és S. splendens.
Eurépdban az elsé 6t faj él, Eszak-Amerikdban mind a kilenc el6fordul. Az Eurépdban is é16
fajok mellett még a S. recurvum s.s. gyakori, a tobbi észak-amerikai faj ritka, csak néhany
eléforduldsuk ismert, taxondmiai statuszuk kérdéses. A hat leggyakoribb faj (S. angustifolium,
S. brevifolium, S. fallax s.s., S. flexuosum, S. isoviitae, S. recurvum s.s.) taxondmiai
besoroldsa valtozatos (e.g. Crum 1984, 1997, Daniels and Eddy 1984, Flatberg 1993).
Flatberg (1993) mind a hat taxont kiilon fajnak tekinti, Crum (1984, 1997) szerint a fenti
taxonok egyetlen faj alfajai, véltozatai. A legutébbi moha illetve Sphagnum listdkban, a
modern vizsgédlatok eredményeit is figyelembe véve Eurdpdban harom fajt kiilonitenek el
ebben a csoportban: S. angustifolium, S. flexuosum és S. fallax. Tovabba a a revizi6 a S.
brevifolium és a S. isoviitae nem kiilon taxonokat nem kiiloniti ell, hanem a S. fallax-ba
besorolja (Hill et al 2006, Séneca és Soderstrom 2009).

Az OTKA altal tdimogatott kutatdsainkban a S. angustifolium-ot, S. .flexuosum-ot és sziikkebb
értelemben vett S. fallax-ot vizsgéltuk, mivel ezek Eurdpa teljes teriiletén megtaldlhatok. Az
egyértelmiien S. isoviitae €s S. brevifolium példanyokat nem vontunk be, bar a mintdk kozott
akadtak problémas S. fallax példanyok.

A csoport fajainak elkiilnitése Eszak —Eurépdban is problematikus, pont a bélyegek étfedése
miatt, azonban tobb tanulmanyban is ugy vélekedik, hogy a fajok levél morfol6gai bélyegek
alapjan viszonylag jol elkiilonithetéek (pl. Sastad and Flatberg 1994). Ko6zEép és Dél-Eurdpai
anyagokat tanulmédnyozva, azonban szdmos olyan egyeddel akad dolgunk, amelyek nem csak
azért hatdrozhatéak nehezen, mert levél méreteik az atmeneti kategéridba esnek, hanem

bélyegeik keverednek, azaz a fobb bélyegek alapjan 2 fajba is besorolhatok lennének.



A problémét feloldandé morfoldgiai és genetikai vizsgédlatokat végeztiink Eurdpa szdmos
pontjardl szarmazo mintdkon és hazai, célzott mintavételen alapulé mintasorozaton.

Munkénk elején a kovetkez6 célkitlizéseket fogalmaztuk meg: Elkiiloniil-e a 3 faj morfoldgiai
és genetikai alapon az eurdpai és a hazai mintdk alapjan? Hogyan viszonyulnak egyméshoz
morfoldgiailag és genetikailag az Eurdpa eltérd részeibdl szarmazé mintdk? A kevert
morfoldégidju fajok genetikailag hibridek-e? Mely morfoldgiai bélyegek a legfontosabbak?

A palyazatban szerepld tervekhez képest, a f6 valtozas, hogy a Sphagnum recurvum csoport
hazai populdcidinak részletes vizsgdlat mellett, nem csak a kornyezd hegységekbdl,
orszagokbdl gyljtottiink dsszehasonlité anyagot, hanem Eurdpa legtobb orszagabdl kértiink
egyes helyekrdl gytijtottiink példdnyokat. Természetesen a mintdnk is nagyobb lett a
tervezetnél. A munka értékét ez mindenképpen noveli, hiszen igy sokkal nagyobb geogréfiai
régiordl lesznek ismereteink. A mdsik véltoztatds, az alkalmazott genetikai mdédszerekben
tortént. Kisebb mintdn kiprébaltunk tobb moddszert, amit haszndlni terveztiink (pl. RAPD,
ISSR) valamint az utébbi években a mohdk vizsgalatdban is elterjed mikroszatellit analizist is,
és végiil utébbi mellett dontottiink. Ebben nagy segitségiinkre volt, hogy 2008-ban publikéltak
30 tézegmohdkra kifejlesztett mikroszatellit primer part (Shaw et al. 2008a,b). A Mddszerek
fejezetben, az egyes munkafdzisokat is ismertetjiikk, és hogy mikor és mekkora idd
réforditassal késziiltek. Az adatgylijtés ha kicsit lassabban is a tervezettnél, de a tervezett
titemben haladt. Mivel a magyar mintdk mellett joval nagyobb szdmu eurdpai mintdval
dolgoztunk, ez mind a genetikai mind a morfoldgiai adagytijtést lelassitotta, ezért az adatok

feldolgozdsa és a publikacidk elkésziilése is csuszott a tervekhez képest.

MODSZEREK

A project sordn 244 mintat dolgoztunk fel az eurdpai véltozatossdg megallapitdsahoz és 175
mintdt a részletesebb magyar anyag vizsgalata sordn. Az eurdpai anyagok elsdsorban nagyobb
herbariumokbdl szdrmaznak, kisebb résziik friss gyiijtés. Az elemzett mintak Osszesen 22
eurdpai orszagbol szdrmaznak a mintdk: Bulgaria, Csehorszdg, Dania, Esztorszég,
Finnorszdg, Franciaorszdg, Nagy-Britannia, Németorszdg, Gorogorszdg, Horvatorszag,
Lengyelorszag, Lettorszdg, Litvania, Magyarorszdg, Montenegro, Norvégia, Romadnia,
Szlovdkia, Szlovénia, Spanyolorszdg, Svédorszdg és Szerbia. Minden mohagyepbdl 1-1
mohandvénykét valasztottunk ki a tovabbi vizsgilatokhoz. A DNS kivonds a capitulumbdl
(fejecske) tortént, mig a novény egyéb részeit a hatdrozashoz és a morfolégiai mérésekhez
hasznéltuk.

2



Terepi mintavétel

A palyazatban szerepl6 terveknek megfeleloen a Sphagnum recurvum fajcsoport hazai szinte
Osszes eloforduldsat felkerestik és a terveknek megfeleloen mintdt vettiink. A terepi
mintavétel 2009-ben és részben 2010-ben zajlott. Tavasszal kijeloltiikk a mintavételi pontokat,
a maximum-minimum vizszintméréshez hasznélt miianyag csoveket kihelyeztiik. Tavasszal,
nydron és Osszel mértiink pH-t, konduktivitdst és aktudlis vizszintet, az 0szi mérésnél
begyljjtottilk a tézegmohdkat is. A vizszintméré csoveket 2010 tavaszdn szedtiikk Ossze,
elszinezddésiikbdl allapitottuk meg az egyéves vizsgdlati periddusban a maximum és a
minimum vizszintet. A tervekben szerepld 250 mintdit mar nem lehetett begytijteni, mivel
néhiny tézegmohds élOhely elpusztult és/vagy a vizsgdlt fajok eltlintek vagy megritkultak.
Osszesen 200 mintavételi pontot jeldltiink ki, amelybdl 175 maradt meg, a vadak sok
mintavételi pontot tonkretettek. Mintavételi pontjaink: beregi Nyires-t6 és Bébtava, keleméri
Kis-Mohos és Nagy-Mohos, siroki Nyirjes-t6, szigetszentmartoni uszoldp, kOszegi
tézegmohias lapok, Orségi lapok és laprétek, Vendvidéki laprétek, a Vasi-hegyhit fiizlapjai.
Néhdny helyen nem sikeriilt mintdt venni: Ocsi_Nagy-td, szentbékkallai Monostori-t6 és a
nagybarkdnyi Nadas-to6.

Hatdrozds

Minden példanyt meghataroztunk, és elhelyeztiink egy taxondmiai csoportban, amelyek nevét
nagybetlikkel adjuk meg (ANG- S. angustifolium, FAL — S. fallax, FLE — S. flexuosum). A
hatdrozds sordn a Daniels és Eddy (1984) ,,Handbook of European Sphagna” legrészletesebb
fajismertetéseket tartalmazé munkdjat hasznaltuk. Szamos egyed esetében gondot okozott a
fenti taxonOmiai csoportokba sorolds, ezért az elébbi munka alapjan kiemeltiink 1-1 {6
bélyeget, aminek megléte dontésértékii volt. A fobb bélyegek €s a kiemelt tulajdonsagok az 1.
tdblazatban taldlhatok. A bizonytalan hatdrozdsok nagy szdmadra valé tekintettel bevezettiink
minden csoportban egy-egy alcsoportot is, amelybe a problémds egyedek keriiltek (ANG_p,
FAL_p, FLE_p). A genetikai vizsgédlatok alapjan kialakul6 csoportokat kis betlivel jelezziik:
ang, fal, fle.



S. angustifolium S. fallax S. flexuosum
ANG FAL FLE
szarlevél alakja egyenldoldali 3sz6g egyenldszari 3szog egyenldoldali 3sz6g
szarlevél mérete <0.8 mm >0.8 mm >0.8 mm
szarlevél csucsa lekerekitett hegyes seelesen lekerekftett
(legalabb részben) kicsipett
z6ld sejtek 3sz0g zold sejtek 3szog zold sejtek trapéz
aglevél keresztmetszeti képe  alakidak,hasi oldalon alakiak,hasi oldalon alakiak, mindkét oldalon
bezartak bezartak nyitottak
csiingd 4glevél hyalin
sejteinek apikdlis helyzetii >12 pm 10-12 pm <12 pm

portisdnak mérete

1. tablazat A harom faj f6bb morfoldgiai bélyegei mi alapjan?, mit jelent a bold?
Az eurdpai mintdk hatdrozdsa 2009-ben zajlott, folyamatosan ahogy a kért mintdk beérkeztek.

A hazai gyQjtés hatdrozasa 2010-ben késziilt el.

Morfologiai mérések
A morfoldgiai mérések sordn Osszesen 15 bélyeget mértiink le. Az dgakat szetereo mikroszkép alatt

mértik (mm pontossdggal) és szdmoltuk meg kotegenként, a hdrom féle levelet festés utdn glicerin-

zselatinba  dgyaztunk be. A levelekr6l mikroszképos fotékat készitettink és az
UTHSCSAImageTools (v. 3.00) programmal mértiik a hosszisdgukat és legnagyobb
szélességiiket illetve a szar levelek esetében a cstcs szélességét is. Adatbazisunk jelenleg
egyedenként (244 egyed az eurdpai vizsgalathoz, 144 a magyarorszadgihoz) minden valtoz6bdl
5-5 adatot tartalmaz, a munkank soran ezek egyedenkénti atlagaval dolgoztunk.

Munkénkban a kovetkezo roviditéseket hasznéltuk: dgak szama kotegenként-FN, csiingdagak
szdma kotegenként-PBN, eldllo dgak szama kotegenként-SBN, csiingd dgak hossza-PBL,
eldllé agak hossza-SBN, szdarlevél hossza-SLL, szarlevél szélessége-SLB, szar levél
csucsdnak szélessége-SLT, csiingd dg levelének hossza-PBLL, csiingd ag levelének
sz€lessége-PBLW, eldll6 4g levelének hossza-SBLL, eldll6 ag levelének szélessége-SBLW, a
levelek hsszisdg és szélesség ardnyat is kiszdmoltuk: SBL/SBW=SBR, PBL/PBW=PBR,
SBLL/SBLW=SBR. Osszesen 15 morfolégiai valtozéval dolgoztunk.

2009-ben elkésziiltek a prepardtumok az eurdpai anyagbdl (egy-egy minta prepardldsa kozel
40 perc) és elkezdtiik a fotézasukat is, amelyet 2010-ben fejeztiink be. Minden moha egyedrdl

kozel 55 digitélis fot6 késziilt: mindhdrom levéltipusbdl 10-10 egész levél felvétel valamint a
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kétféle aglevélrdl levelenként két részletesebb felvétel és a keresztmetszetrdl is késziilt tobb
fotd. A fotdzas egyedenként szintén kozel 30 perc alatt késziilt el. A fotézassal pdrhuzamosan
elkezdddtek a mérések is, ami egyedenként szintén 30 perces munka. Ezt a munkafolyamatot
2010-ben végeztiik. A 176 magyar egyedek prepardlasa 2010-ben elkezdddott, de csak 2011
nyaran fejeztiik be. A fot6zas 2011-ben zajlott. A méréseket jelenleg is zajlanak.

Molekuldris modszerek

A genetikai vizsgdlatokhoz a mikroszatellit vizsgdlat bizonyult a legalkalmasabbnak, mivel
viszonylag gyors és olcs6 mddszernek tekinthetd. A mikroszatellitdk, rovid 2-6 bazisparnyi,
valtozé szdmban ismétlédd motivumok a genomban. Informdaciét ugyan nem kdédolnak,
viszont meglehetdsen valtozatosak, ezért kiilonosen alkalmasak a kozeli rokon taxonok
vizsgalatira. Az utébbi évtizedben a mohdk és kiilondsen a tdzegmohdk vizsgélatdban is
egyre elterjedtebbek. E moddszer segitségével vizsgéltdk a Polytrichum formosum Hedw.
ramet-genet szerkezetét Hedw. (Van der Velde 2000, 2001) és ezen moédszereket alkalmaztak
a kozeli rokon moha fajok elkiilonitésére: pl. Anastrophyllum joergensenii Schiffn. és A.
alpinum Steph. (Long et al. 2006), Rhytidiadelphus subpinnatus és R. squarrosus
(Korpelainen 2008), Sphagnum comosum, S. novo-zealadicum és S. inundatum (Karlin et al.
2008a), valamint a S. cristatum Hampe (Karlin et al 2008b) faji elkiilonitésére.

A DNS-t a CTAB moddszerrel vontuk ki a tdzegmoha fejecskékbdl, Doyle és Doyle (1987)
alapjdn. A primerek amplifikdcigja, a PCR reakciok és a fragmenthossz analizis a
tézegmohdkndl alkalmazott altalanos médszerekkel késziiltek (részletesebb leirds pl. Shaw et
al. 2008a,b). A mikroszatellita primerek Shaw €és munkatarsai (2008a,b) 4ltal, tézegmohdkra
kidolgozott 30 primerpar koziil lettek kivdlasztva egy részmintasor elemzése alapjan.
Osszesen 15 primerrel dolgoztunk, amelyek koziil 11 adott értékelhetd eredményt, szamuk
Shaw et al. (2008a,b) alapjan: 1, 7, 9, 10, 14, 17, 18, 19, 20, 28 and 30. .A primerparok
szekvenciai és az ismétlodo motivumokat Shaw €s munkatarsai (2008a) részletesen ismerteti.
A mikroszatellita analizis kiprébdlasa 2009 elején megtortént. A 30 primerbdl 15-6t
vélasztottunk ki, amelyek koziil 11 bizonyult haszndhatonak nagyobb mintahalmazon. A 244
eurdpai mintat 2009-ben a 176 hazai mintdkat csak 2011-ben tudtuk elemezni.
Adatfeldolgozds

A mikroszatellitdk valtozatossagat a GenAlEx 6.4.1 (Peakall and Smouse 2006). programmal
dolgoztuk fel. Azokat a mintdkat, amelyekben csak 5 vagy anndl kevesebb lokuszr

amplifikdldsa sikeriilt, a tovabbi vizsgdlatokbol kihagytuk. Habar a vizsgdlt csoportunk



haploid, néhany egyednél duplikdlt alléleket taldltunk, ezért mintdinkat kodomindnsként
kezeltiik, vagyis ahol egy 16kuszon egy allél volt, azokat diploid homozigétanak tekintettiik.

A GenAlEx program segitségével kiszdmoltuk az allélek szamat, frekvencigjat, és az egyedek
kozotti genetikai tdvolsdgmatrixot. A tovabbi elemzések sordn molekuldris variancia anlizist
(AMOVA) és fokoordinata analizist (PCoA) végeztiink.

A populaciok genetikai struktirdjdt a STRUCTURE v. 2.3.3 (Pritchard et al. 2000)
programmal elemeztiik. Segitségével megallapitottuk, az egyedek genetikai alapon képezhetd
legval6szintibb csoportositasat. Tobb fiiggetlen futtatds alapjan elemeztiik a lehetséges
csoportok szamat (K=1-6), ahol megengedtiik a keveredést (admixture), A futtatidsok soran
100,000 MCMC iteraciét futtatunk, mint burn-in-t, majd 1 milli6 MCMC iteraciét
alakalmaztunk az adatgy(jtési periddusban. A szimuldciét hatszor ismételtik meg,
abedllitdsok véltoztatdsa nélkiill. Az optimdlis csoportszdm kivdlasztisara az un. deltaK
modszert alkalmaztuk, amelyet Evennao és munkatarsai (2005) dolgoztak ki.

Az egy-egy egyedr6l szdrmazé morfolégiai adatokat valtozonként atlagoltuk, és a
tovabbiakban ezzel dolgoztunk. Diszkriminancia analizis segitségével probaltuk a csoportokat
a morfologiai bélyegek alapjan elkiiloniteni. A genetikai és morfoldgiai véltozdk kozti
Osszefiiggéseket Mantel-teszt segitségével vizsgaltuk. A morfoldgiai adatok kozott Euklideszi
tdvolsdgot szamoltunk. A Mantel teszt szignifikancidjat 999 permuticidval teszteltiik. Az
elemzéseket az R 2.12.2 (The R Development Core Team 2011) program segitségével
végeztiik el.

Az adatok feldolgozdsa 2010-ben megkezdddott és jelenleg is folyik. Eldszor az eurdpai
mintdk adatait dolgoztuk fel, amely 2011-ben elkésziilt. A magyar adatok feldolgozasa
folyamatban van. A genetikai adatbdzis €és ennek elemzése elkésziilt. A morfolégiai mérések
még zajlanak ezért azok adatait nem tudtuk feldolgozni, valamint a morfolégia és a mért
kornyezeti véaltozok kozti kapcsolat megallapitdsa is késobb fog elkésziilni.

EREDMENYEK

Az eurdpai mintak egy részébdl késziilt eredményeinket poszteren €s eldaddson is bemutattuk
nemzetkozi konferencidn. Az eurdpai anyag feldolgozasat befejeztiik, az ebbdl elkésziilt
kéziratot a Taxon folydiratnak benyujtottuk. A kéziratban szereplé eredményeket az
aldbbiakban részletesen is bemutatjuk.

A magyar anyag elemzésének jelenleg a kozepén jarunk. Eldzetes eredményeink egyenldre
nem nagyon kiilonbdznek az eurépai mintdkon tapasztaltaktél. Erdekességiik, hogy a hdrom
faj hatarozottan elvalik egymastdl a mikroszatellita adatok alapjan, a lekerekitett szar levelu
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két faj (S. angustifolium és S. flexuosum) elkiiloniild pontfelhot alkot. Az eurépai mintdkban
209 allélt, a csak magyar mintdkban mintegy 145 allélt mutatunk ki, a 11 I6kuszon. A
l6kuszonkénti allélszdm, a minimum ¢és maximum bdézispdrok értékei hasonléak. A
morfoldgiai mérések még folyamatban vannak, ezért értékelésiiket nem tudtuk még elvégezni.
A terepen a begyljtés eldtti évben 3 alkalommal mértiink pH-t, konduktivitast és aktudlis
vizszintet, valamint egy éves periddusra vonatkoztatott maximum €s minimum vizszintet,
amelyekkel a morfoldgiai adatokat Osszevetve a fenotipusos plaszticitds mértékérdl nyeriink
Ujabb informdacidkat. A mar elkésziilt elemzések alapjan azonban megallapithat6, hogy a
lapok kozotti  kiilonbség sokkal jelentésebb, mint a Idpon beliili, amely korabbi

vizsgdlatainkkal is 0sszhangban van.

A Sphagnum recurvum fajcsoport morfolégiai és genetikai valtozatossaga eurépai
léptékben (Eredmények és értékelésiik)

A 244 eurdpai mintabolegalabb 6 mikroszatellita 16kusz kiértékelésére 1 210 esetben kertilt
sor.. A legtobb DNS-t az 1-2 éves anyagokbdl sikeriilt kivonni, mig a legdregebb
amplifikdlhaté minta 15 éves volt

A legtobb vizsgalt egyed haploid volt mind a 11 l6kuszon, de 11 egyed esetében taldltunk
egyértelmiien diploid l6kuszokat. Ezek koziil 5 egyed esetében egy, 3 egyed esetében két és
egy-egy egyed esetében, 3, 4 és 7 16kusz volt diploid. A 11 vizsgalt 16kusz koziil 3 a teljes
mintdn haploidnak bizonyult.

A 11 I6kuszon 6sszesen 209 allélt detektaltunk a 210 egyed alapjan. A 16kuszonkénti atlagos
allélszam 19 volt, a minimum 4 és a maximum 44. A 14-es l6kusz bizonyult a
legvaltozatosabbnak, a 18-as és a 30-as a legkevésbé valtozatosnak. Részletesebb adatokat a

2. tablazat tartalmaz.

Primerek 1 7 9 10 14 17 18 19 20 28 30
Minta szam 176 172 152 206 205 179 209 194 207 199 210
Minta szam 15 23 30 32 44 10 4 8 17 21 5

Min bp 246 181 166 227 188 150 124 263 282 216 141
Max bp 283 215 213 276 280 170 139 279 304 259 155

2. tablazat A I6kuszok genetikai valtozatossaga

Eldszor a genetikai tavolsdgmadtrixon alapulé PCoA-t analizist végeztiink a 3 morfoldgiai

csoport elkiilonitésére (1. dbra). Az els6é két koordindta Osszvariancia kozel 64 %-at fedte le



(els6 35.94% masodik 27.83%). Az 1. ébran jol lathat6, hogy a S. fallax egyedei jol

elkiiloniilnek, mig a S. angustifolium és S. flexuosum egyedei keverednek.
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1. abra Foékoordinata analizis (PCoA) a harom morfoldgiai csoport alapjan.

A fokoordinata anlizist elvégeztiik ugy is, hogy megjeloltiikk a problémads egyedeket, hitha a
problémds egyedek okozzdk a két lekerekitett szarlevelli taxon keveredését (hely hidnyaban
ezt az adbrat nem mutatjuk be). Az analizis azt mutatta, hogy a S. flexuosum (FLE) mintdk
szinte teljesen atfednek a problémads S. angustifolium (ANG_p) egyedekkel, mig a problémaés
S. flexuosum (FLE_p) mintdk szétszortan helyezkednek el. A problémads S. fallax mintdk az
egyértelmiien S. fallax egyedektdl nem valnak el.

A STRUCTURE analizis aldtdmasztja a fenti eredményeket. A deltaK analizis (Bayesian
admixture method) segitségével megallapitottuk, hogy a mikroszatellita adatok alapjan

egyértelmiien 3 csoportba sorolhaték a mintdink (2. dbra).
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2. abra A legvaldsziniibb K érték. K a csoportok lehetséges szama,

A 3. édbra alapjan lathatd, hogy a harom genetikai csoport nagyjabol atfed a a harom

morfoldgiai taxonnal, de ezek nem feleltethetdék meg teljesen a Daniels és Eddy (1984)



alapjan meghatérozott fajoknak, habér az atfedés jelentds. Az dbra azt is jOl mutatja, hogy a

problémads egyedek nem tekinthetdk hibridnek.
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3. abra A STRUCTURE analizis eredménye K=3 csoport esetében. A mintakat a hat
lehetséges morfoldgiai csoport alapjan rendeztiik sorba: 1-ANG, 2-ANG_p, 3-FAL, 4-FAL _p,
5-FLE, 6-FLE_p. Az oszlopok szinei a STRUCTURE elemzés alapjan elkiilonitett hdrom gén
pool részesedését dbrazolj a vizsgalt egyedekben: piros-ang, zold-fle, kék-fal.

2

Ezt kovetoen molekuldris variancia analizist (AMOVA) végeztiik, hogy a harom taxondmiai
és hdrom genetikai csoport elkiiloniilésérdl kvantitativ informdcidt szerezziink. A populédcidk
kozti variancia 28% volt amikor a csoportokat a STRUCTURE elemzés alapjdn definidltuk
mig, 21% ha a morfoldgiai besoroldst hasznaltuk. Hasonléan a populécion beliili variancia
71% volt amikor a csoportokat a STRUCTURE elemzés alapjan definidltuk és 79% ha a
morfoldgiai besoroldsal dolgoztunk. A 3. tdbldzat mutatja a az AMOVA PhiPT (analég az Fst
értékkel) értékeit. A genetikai csoportok kozti kiilonbség nagyobbnak bizonyult, mint amit a

morfoldgiai csoportok kozott taldltunk.

A ANG FAL FLE B ang fal fle
ANG | 0.000 ang 0.000
FAL | 0.266 0.000 fal 0.302 0.000
FLE | 0.073 0.333 0.000 fle 0.215 0.355 0.000

3. tablazat PhiPT értkek a csoportok kozott. Minden érték szignifikans.
A: taxondmiai csoportok kozott, B: genetikai csoportok kozott

A morfologiai mérések eredményei
Az atlag, szords, minimum €s maxium értékek valtozonkénti adatait, mind a taxonémiai mind
a genetikai csoportokra a 4. tdbldzat tartalmazza. A tdblazatbdl jol 1athatd, hogy a csoportok

kozti kiilonbség kicsi, koztiik az atfedés jelentds.



ANG ang FAL and fal FLE fle

PBLL mean (SD) 91.62 (18.38) 91.14 (20.65) 118.26 (27.35) 111.66 (15.94) 104.85 (16.55)
min/max 63.46/183 63.46/183 81.78/203.27 88.78/163.17 75.11/163.17

PBLW  mean (SD) 33.14 (6.8) 32.9(7.97) 44.26 (9.6) 40.59 (7.29) 38.12 (6.57)
min/max 22.33/69.28 22.33/69.28 29.01/78.02 28.72/59.01 26.73/55.29

PBLR mean (SD) 2.78 (0.29) 2.79 (0.28) 2.68 (0.29) 2.79 (0.34) 2.78 (0.34)
min/max 1.91/3.62 2.12/3.62 2.16/3.41 2.23/3.55 1.91/3.55

SBLL mean (SD) 138.25 (19.61) 141.69 (22.77) 163.49 (29.72) 150.06 (23.19) 142.17 (20.08)
min/max 103.19/225.23 104.12/225.23 98.52/250.29 112.99/223.43 103.19/223.43

SBLW  mean (SD) 45.64 (8.25) 45.54 (10.59) 59.8 (12.22) 54.56 (11.33) 51.41 (8.81)
min/max 30.15/83.88 30.15/83.88 38.76/104.75 38/83.07 38/83.07

SBLR mean (SD) 3.07 (0.39) 3.17 (0.36) 2.76 (0.29) 2.79 (0.31) 2.8 (0.32)
min/max 2.1/3.9 2.28/3.9 2.24/3.51 2.18/3.53 2.1/3.53

SLL mean (SD) 82.03 (12.02) 78.85 (13.84) 96.96 (10.57) 99.66 (10.92) 96.54 (7.46)
min/max 55.05/107.15 55.05/128.49 81.51/128.28 67.27/128.49 70.22/113.39

SLW mean (SD) 71.19 (9.48) 70.55 (9.49) 84.5 (10.68) 7591 (11.14) 74.85 (10.57)
min/max 48.89/101.78 48.89/96.7 56.13/99.92 54.33/100.64 54.33/101.78

SLT mean (SD) 7.95 (3.08) 713 (2.77) 3.61 (2.93) 10.8 (3.28) 10.62 (3.08)
min/max 1.15/16.8 1.15/15.44 0.69/7.94 3.28/18.02 3.28/18.02

SLR mean (SD) 1.16 (0.19) 1.13 (0.18) 1.16 (0.17) 1.33(0.2) 1.31 (0.19)
min/max 0.82/1.72 0.82/1.67 0.92/1.73 0.9/1.87 0.93/1.87

SBL mean (SD) 19.46 (8.71) 19.83 (8.34) 23.77 (9.16) 24.37 (7.98) 22.19 9.1)
min/max 5/46.5 5/38.1 10.4/44.5 10/39.7 8.8/46.5

PBL mean (SD) 12.23 (2.55) 12.2 (2.6) 12.97 (2.5) 12.82 (2.73) 12.63 (2.62)
min/max 5.69/20.1 5.69/20.1 7.64/18.4 6.6/20.6 6.6/20.6

FN mean (SD) 4.43(042) 4.45(042) 4.52 (0.42) 4.65 (0.45) 4.55 (0.46)
min/max 4/6 4/6 4/5 4/6 4/6

SBN mean (SD) 2.01 (0.1) 2.01(0.11) 2 (0) 2.03 (0.16) 2.02 (0.13)
min/max 2/3 2/3 22 2/3 2/3

PBN mean (SD) 2.42(0.4) 2.44(0.39) 2.52(0.42) 2.61(0.4) 2.53(0.42)
min/max 2/3 2/3 2/3 2/3 2/3

4. tablazat Atlag, szOrds, maximum €és minimum adatai a 15 morfoldgiai véaltozénak, a
morfoldgiai és genetikai csoportok alapjan.

Structure csoportok alapjan

LD1

Hatarozas alapjan

LD1

4. abra A diszkriminancia analizis eredménye a morfoldgia adatok alapjan a morfol6giai

csoportok és a genetikai csoportok alapjin. Jelmagyarédzat: piros-ANG és ang, kék- FAL és
fal, zold-FLE és fle

A 15 morfolégai valtozé alapjan diszkriminancia analizist készitettiink, egyszer a genetikai
madsszor a morfologiai csoportositds figyelembe vételével (4. dbra). Az egyes csoportok
pontfelhdi nem vdlnak el egymadstdl €lesen, de az elkiiloniilésiik az dbran jol lathato.
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Megfigyelheto az is, hogy a genetikai csoportokat haszndlva a csoportok kevésbé keverednek.
A mikroszatellita adatokkal ellentétben a S. fallax elvédldsa nem egyértelmli, ami nem
meglepd, hiszen a mért bélyegek kozti dtfedés jelentds.

A morfolégia és genetikai tdvolsdg matrixok kozti korreldciét Mantel-teszt segitségével
szamoltuk ki. Az analizist minden valtozora kiilon végeztiik el. A korrelacios koefficiens
minden esetben nagyon alacsony, és csak a szdr levél hossz (SLL) esetében szignifikans. Volt
néhiny véltozd, amelyek éppen nem adtak szignifikdns eredményt (SLT, SLW, SBLW,
PBLW, PBLL). A korrelaciét kiszamoltuk ezen valtozok és az SLL kiilonféle kombinacidira
is meghatdrooztuk. Az eredményeket a 5. tdbldzat mutatja. Amennyiben a szar levél

véltozokat kombindltuk az eredmény tovébbra is szignifikansnak bizonyult.

Correlation

coefficient Significance
PBLR 0.006635 0.621 ns
PBLL 0.03981 0.056 ns
PBLW 0.04592 0.045 ns
SBLR -0.003656 0.535 ns
SBLL 0.02055 0.178 ns
SBLW 0.03515 0.08 ns
SLR -0.03699 0.97 ns
SLL 0.06287 0.005 *
SLW 0.03697 0.033 ns
SLT 0.04532 0.014 ns*
PBL -0.0218 0.812 ns
SBL 0.005755 0.357 ns
PBN -0.006247 0.748 ns
SBN -0.01479 0.668 ns
FN -0.009829 0.738 ns
SLL & SLT 0.06315 0.003 *
SLL & SLT& PBLL 0.05385 0.019 ns
SLL & SLT &PBLW 0.06364 0.004 *
SLL & SLT &SBLW 0.05417 0.015 ns
SLL & SLT &SLW 0.05923 0.002 *
SLL & SLT &SLW&PBLW 0.06357 0.007 *
SLL & SLT &SLW&SBLW 0.0564 0.006 *
SLL & SLT &SLW&PBLL 0.05725 0.012 ns
SLL & SLT &SLW&PBLW&SBLW 0.05793 0.006 *
SLL & SLT &SLW&PBLW&SBLW&PBLL 0.05487 0.024 ns

5. tablazat A Mantel-tesztek eredményei.

A 22 eurdpai orszdgbdl szdrmazd mintat csoportositottuk taxondmiai bélyegek és genetikai
bélyegek alapjan is (T és G az 5. dbran). A két féle modszer kozti kiilonbség jelentds, az
egyedek 18.7%-ka a nem neki megfeleld csoportba keriilt a teljes adatbazishoz viszonyitva,
de ha figyelembe vessziik, hogy a S. fallax genetikai és taxondmiai elkiilonitése egymassal
teljesen egyezd csoportot hozott 1étre, a maradék mintdknak 28%-a lett tévesen meghatarozva.
Megiéllapithatjuk, hogy, a mért morfoldgiai bélyegek koziil a szar levél hossza és a szér levél
csucsi  szélességének a kombindciéja adja a genetikai csoportositishoz leghasonl6bb
eredményt (5. dbra).
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S. angustifolium S. fallax S. flexuosum

G T SLL SLT C G T SLL SLT C G T SLL SLT C

5. abra A kiilonféle csoportositasok osszevetése

Jelmagyarazat:

G: Genetikai csoportok. piros: ang, kék: fal, zold: fle

T: Taxondémiai csoportok (hdrom) Daniels and Eddy (1984) alapjan. piros: ANG, kék: FAL, zold: FLE

SLL: Szér level hossz:, piros: <0.8 cm, sarg a0.8 és 0.9cm kozott (utdbbi csak a S. angustifolium és S. flexuosum
csoportban, a hosszabbak nem lettek jelolve, vagyis fehérek)

SLT: Szér level csucsa: : kék <0.4mm, piros : 0.4-0.7 mm kozott, z61d>0.07 mm

C. Mddositott taxonémia csoportok. piros-S. angustifolium (szér level rovidebb, mint 0.8 cm, szér level 0.8 cm
és 0.9 cm kozott ha a szar levél csics 0,7 mm alatti, kék -fallax (szér level hosszabb, mint 0.8 cm és hegyes),
z01d-S. flexuosum (szar level hoszabb, mint 0.9 mm és lekerekitett csicsu, 0.8 cm és 0.9 cm kozott csak ha a
cstcs szélesebb, mint 0.7 mm)

A hatarozdshoz hasznaland6 legjobb, bar nem tokéletes bélyeg kombindcié a kdvetkezd:

1. a. A szarlevél hossza kisebb, mint 0.8 cm S. angustifoilum
b. a szarlevél hosszabb, mint 0.8 cm 2

2. a. A szarlevél csucsa hegyes, legalabb részben S. fallax
b. A szar levél lekerekitett

3. a. A lekerekitett szar levél 0.8 és 0.9 cm kozotti hosszasagu 4
b. A lekerekitett szarlevél hoszabb, mint 0.9 cm S. flexuosum

4. a. A szérlevél csicsa nem szélesebb 0.7 mm-nél S. angustifolium
b. A szarlevél csicsa szélesebb 0.7 mm-nél. S. flexuosum

Ezzel a mddszerrel a mintak jelentds része jol, a genetikai mintdzattal kozel megegyezden

meghatarozhat6. A hibdsan hatdrozott egyedek a teljes adatbazis csupan 7.6%-ét teszik ki.
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OSSZEGES

A Sphagnum recurvum fajcsoport tagjainak elkiilonitése egy régéta fenndllé taxondmiai
probléma. A 90-es években, amikor az ide sorolt fajok szdma Eurépaban otre emelkedett
megindultak a kiillonféle dsszehasonlité vizsgalatok. Késziiltek tanulmanyok, melyek a fajok
morfoldgidjat meggybdzden kiillonbozének mutattak ki (pl. Flatberg 1993, Sastad and Flatberg
1994, Stengien et al. 1997). Ezt kdvetden a csoport genetikai vizsgalata is megindult (pl.
Sastad et al. 1999, Stengien and Sastad 1999). A legtobb tanulmédnyban elsGsorban észak-
eurdpai mintdkat dolgoztak fel, de néha észak-amerikai mintdkat is bevontak. A problémésabb
Dél- és Kelet-Eur6pabdl szarmazé mintdk azonban nem keriiltek bele a vizsgadlatokba. Ebben,
a tdzegmohdk szdmdra sokszor klimatikusan szuboptimalis régioban, szdmos olyan gyepet
taldlunk, ahol a bélyegek keverednek, a hatdrozds nem egyértelmii. Egy-egy fontos bélyeg két
tipusa kozott gyakran folyamatos dtmenetet taldlunk, pl. hegyes-lekerekitett levélcstcs,
egyenldoldali-egyenldszari hdromszog valamint a kiilonb6z0 hosszisag €és szélesség
bélyegek is hatdrozott atfedést mutatnak (5. tablazat).

A taxondmiai elkiilonités sordn, a problémas egyedek nagy szdma miatt nem hirom hanem
hat csoportot hoztunk 1étre, a problémés egyedeket kiilon jelolve. Feltételeztiik, hogy ezek a
nehezen hatdrozhatd, kevert vagy nem egyértelmii bélyegeket mutaté egyedek hibridek. Ezt a
feltételezésiinket a mikroszatellita adatbazison alapulé STRUCTURE vizsgalatok nem
tdmasztottdk ald. Az adatok alapjan egyértelmiien hdarom taxon kiilonitheto el, és a legtobb
egyed kozel 90%-ban az egyik csoportra jellemzd genetikai mintdzatot tartalmazza.
Elmondhat6 tehat, hogy a 11 vizsgélt mikroszatellita 16kusz alapjan a harom faj elkiiloniil
egyméastol. Az AMOVA eredményei alapjdn azonban lathatjuk, hogy ez az elkiiloniilés
relative gyenge. A harom S. recurvum faj kozti PhiPT értékkozepes, 0.215, 0.301, 0.335. Maés
tézegmoha csoportok kozti PhiPT értékekhez viszonyitva, mindenképpen alacsony. Karlin és
munkatarsai (2008a) a S. comosum és S. novo-zealandicum kozott 0.4 feletti PhiPT értékeket
kozol mikroszatellita vizsgélatok alapjan, Shaw és munkatdrsai (2008b) a S. subsecundum
csoportot vizsgdlva RAPD l6kuszok alapjén, szintén joval magasabb PhiPT értékeket kapott,
a haploid csoportok kozott 0.12 és 0.89, igaz minden 16kuszt kiilon elemeztek, ami, mivel
kisebb az Osszvariancia, lényegesen megemelheti a PhiPT értéket (PhiPT=csoportok
koztivariancia/6sszvariancia). Ezzel ellentétben, jelen vizsgdlatban az allélek nagy szdma is
novelte az Osszvarianciat, ami tovabb csokkenti a PhiPT értéket. A PhiPT értékek

Osszevetésével tehat dvatosnak kell lenni. Ezek alapjan is megéllapithato, hogy a S. recurvum
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fajcsoport tagjai genetikailag elkiillondlnek egymastdl, de az alacsonyabb PhiPT értékek a
kozeli rokonsdgukat is jelzik.

Eredményeink részben ellentmondanak néhdny korabbi vizsgalatnak. Sastad és Flatberg
(1994) a S. recurvum fajcsoportot vizsgdlta levélmorfolégia alapjan, els6sorban norvég
mintdk alapjan. A levélbélyegek alapjan a fajok egy része jol elkiiloniilt, a legjobban elvél6
fajnak a S. angustifolium bizonyult. A mi vizsgadlatunkban els6sorban a szarlevél volt csak
kiemelhetd, és jelentds morfoldgiai elvélast egyik faj esetében sem tapasztaltunk. Az dltaluk
megadott fajonkénti atlag értékek a hasonldok az altalunk mértekhez, de esetiikben a szorés
minden esetben kisebbnek bizonyult. Ez, tgy tlinik, aldtimasztja azt a hipotézist, hogy a
tdzegmohak Kozép-és DéEl-Eurépaban nehezebben elkiilonithetdk a ngyobb morfoldgiai
plaszticitdsuknak koszonhetden.

Stengien €s kollégdi (1997) S. angustifolium, S. fallax és S. isoviitae morfoldgiai bélyegeinek
plaszticitasat vizsgaltak, kiillonbozo vizszint és tdpanyag tartalom mellett nevelt mintdkba. A
legtobb bélyeget a vizszint befolydsolta, a szarlevél és a csiingd-eldlo dgak hosszdnak ardnya
valtozott a kisérlet sordn a legkevésbé.

Habar a S. recurvum csoport esetében mikroszatellita vizsgdlatok nem késziiltek,
eredményeinket a csoporton végzett eltérd mddszerli genetikai vizsgalatok eredményeivel is
Osszevethetjiik. Sastad és kollégdi (1999) egyértelmii elkiiloniilést mutatott ki izoenzim és
RAPD vizsgdlatok alapjan a barna spordju, lekerekitett levelli hdrom faj (S. angustifolium, S.
flexuosum és S. recurvum s.s.) és a sarga spordju hegyes szar levelli fajok (S. fallax, S.
isoviitae és S. brevifolium) kozott. A lekerekitett szarlevelli fajok egymastdl is elkiiloniiltek,
de a hegyes leveltiek kozti kiilonbség nem volt egyértelmii. Stengien és Sastad (1999) szintén
izoenzim €s RAPD markerek alapjdn hasonlitott 6ssze a S. angustifolium, S. lindbergii, S.
fallax and S. isoviitae fajokat. A mi eredményeinkhez hasonléan a S. angustifolium bizonyult
a legvéltozatosabbnak, és nem taldltak kiilonbséget a S. fallax és S. isoviitae k6zott.

A korabbi vizsgdlatok alapjan a S. recurvum csoport tagjai egyértelmiien haploidnak
bizonyultak (Sastad et al. 1999, Stengien and Sastad 1999), amit a mi eredményeink is
aldtdmasztanak. Csupdn 11 minta bizonyult 1 vagy néhdny Ildkuszon diploidnak.
Elképzelhetd, hogy ez okozza a hatdrozdsi nehézségeket, mint a S. subsecundum csoport
esetében, ahol a nehezen hatarozhat6 fajokrdl kideriilt, hogy diploidok (alloploiploidok). Ez
azonban a S. recurvum csoport esetében nem valdszinli, mert az egyértelmiien besorolhat6 és

a problémds csoportokban is ugyanugy el6fordultak a diploid 16kuszt hordoz6 egyedek
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A kiilonféle hataroz6 konyveket tanulményozva lathatjuk, hogy mas-mdas bélyeget emelnek
ki, amelyek a fajok elvalasztasdra a legalkalmasabbak. A szarlevél alakja, nagysdga, csticsa
altalaban kitiintetett szerepet kapott. Mivel a levél nagysag bélyegek meglehetdsen
plasztikusak, ezért a taxondmusok tjabb €s tjabb bélyegeket kerestek a fajok elvélasztasara.
Daniels és Eddy (1984) az Eurdpdban €16 Sphagnum fajokat részletesen bemutaté miivében
két a taxondmiai csoportositds (hatdrozas) sordn altalunk is kitiintetett bélyeget javasol: a S.
angustifolium csiingd dgénak levelein taldlhaté hyalin sejtek hatalmas csdcsi pérusat, ami
nagyobb, mint 12 pum illetve a S. flexuosum eldllé dgain elhelyezkedo levele keresztmetszeti
képén a fotoszintetizal6 sejtek morfoldgidjat (trapéz alakdak és mindkét oldalon szabadon
allnak a hyalin sejtek ko6zott). Vizsgélataink sordn kideriilt, hogy ezek a bélyegek sajnos nem
jelolik ki egyértelmiien a genetikai fajokat, a szér levél tulajdonsédgai a legjobban hasznélhat6

bélyegek.
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