RESZLETES JELENTES

1. alprojekt - Tortula ruralis mohagyepek genetikai diverzitasa

Bevezetés

Az alprojekt a Tortula ruralis mohafaj gyepjeinek genetikai struktarajat kivanta
feltarni. A faj kiterjedt, extenziv gyepeket alkot nyilt homokpusztagyepekben, amely
gyepek genetikai osszetételérél azonban semmilyen informacioval nem rendelkeziink, igy
nem vilagos az sem, hogy egy-egy Osszefliggh gyep egy, vagy tobb genetikai egyedbdl
all-e. Tovabba az sem ismert, hogy az egyes homokpusztagyepi fragmentumok Tortula
alloményai mennyire kiilonboznek egymadstol, azaz milyen mértékli a gyepek kozti
génaramlds. Habar a mohak jellemzéen  képesek  kisebb, letoredezett
hajtasfragmentumokbol 1j egyedet 1étrehozni, ezek feltehetden rovidebb tava diszperzidt
biztositanak, mint a szexualis szaporodas soran keletkezett sporak. Ezért arra is
kivancsiak voltunk, hogy az egyes gyepeken belill a szexudlis vagy az aszexualis
folyamatok domindlnak-e. Ezen kérdések megvalaszoldsdhoz genetikai markereket
alkalmaztunk.

Mintavétel

A mintavételhez két homokpusztagyep allomanyt valasztottunk ki Fiilophaza (N
46°52°42”, E 19°24°02”) ¢és Bugac (N 46°39°12”, E 19°37°02”) kozelében. A
mohaparnak nagyobb kiterjedése miatt Bugac mellett két homokpusztagyepben, mig
Filophazan egy homokpusztagyepi 4allomanyban vettiink mintat. Mivel elézetes
vizsgalataink megmutattak, hogy a néhany centiméterre elhelyezkedd egyedek a legtobb
esetben ugyanazon genetikai egyedhez tartoztak, a kovetkezO mintavételi stratégiat
kovettiik. Minden allomanyban két darab, egyenként 5x5 méteres hald metszéspontjaibol
vettiink mintat (36 minta halonként). A két mintavételi egységet az adott allomany két
eltérd mikroklimaju pontjan helyeztiik el (buckakoz és buckatetd). Osszesen 216 minta
begytijtésére és elemzésére keriilt sor.

A tobbi részprogramban vizsgalt mohafajokkal ellentétben a DNS izolalasa és a
PCR reakciok optimalizalasa komoly problémat okozott a Tortula ruralis esetében.
Végiil négy ISSR primert valasztottunk ki és a tovabbi genetikai analizisben ezeket
hasznaltuk.

A Tortula ruralis gyepjeinek genetikai strukttrajarol - viszonylagos nehézségek
aran — kapott informaciok részben nem tdmasztottak ala hipotéziseinket, részben pedig az
ismétlések miatt a kutatasra szant id6- és er6forrasokat is aranytalanul lekototték. Ennek
megfeleléen egyes betervezett vizsgalatokhoz idében nem 4&llt rendelkezésre annyi
informacio, hogy még a kutatasi peridodus lejarta elott redlis mintavétellel el tudtuk volna
kezdeni. Ezek megvalositasa tehat késébbi iddszakra tolodott ki.

Eredmények
Mintavételi helyszinek kozti kiilonbségek

Els6ként az egyes allomanyokban talalhato Tortula gyepek genetikai 6sszetételét
vetettiik Ossze egymadssal. Ennek leirdsdra a legalkalmasabb a molekularis variancia



analizis (AMOVA). Ennek segitségével leirhato a genetikai variancia megoszlasa a
kiilonb6zo egységek szintjén. A vizsgalathoz nested AMOVA analizist hasznaltunk ahol
az egyes mintavételi egységek az allomanyok alegységeiként jelentek meg. Ezzel a
vizsgalattal arra probaltunk fényt deriteni, hogy mekkora az egyes allomanyok genetikai

Az egyes allomanyok genetikailag nem kiilonboztek egymastol szignifikdnsan
amit az allomanyok kozott kapott igen alacsony Fst érték (Fst allomanyok kozott =
0.0245) illetve az, hogy ez az érték nem tért el szignifikansan a nulla differenciaciotol
(Fst 95% bootstrap konfidencia intervallum = -0.0083 - 0.0604), is jol mutat. Ezt a
megfigyelést a molekuldris variancia megoszlasa is alatdmasztotta: a variancia csupan 4%
volt megtalalhat6 az allomanyok kozott, mig a maradék (96%) az egyes allomanyokon
beliil mutatkozott. Ezzel szemben az allomanyokon beliili egyes mintavételi egységek
erdteljesebb és statisztikailag szignifikans genetikai differencidlodast mutattak (Fg=
0.0435; 95% bootstrap konfidencia intervallum= 0.0126 - 0.0910). Mindez arra mutat,
hogy az egyes allomanyok kozott jelentds a génaramlas. A génaramlas mértéke akkora,
hogy a genetikai sodrodas a populaciokat egymastol elvalasztd hatasat ellensulyozni
képes. A mintavételi egységek kozotti szignifikans genetikai kiilonbségek azonban arra
utalnak, hogy az egymashoz térbelileg kozelebb elhelyezkedd egyedek genetikailag
jobban hasonlitanak egymasra, mint ahogyan azt egy random referencia alapjan varnank.
Ez a latszolag ellentmondasos eredmény a kovetkez6 modon magyarazhatd meg. Az
egyes allomanyok kozott jelentés sporatranszport jatszodik le a kolonizalas folyamata
soran. A kolonizacié azonban feltételezhetéen csak néhdny spora segitségével torténik.
Ebb6l adoddan az egyes kolonidk néhany spora leszarmazottjai, viszont az egyes
mintavételi egységek kiilonbozd geografiai régiokbol érkezett, egymastdl jelentdsen
eltérd genotipusokat reprezentidlnak. Azaz, egy allomény egy nagyobb skdlan egy
genetikai mozaikot alkot, ahol az egyes szubpopulaciok egymastol jelentdsen
kiilonbozhetnek. A finom 1éptékben végzett vizsgalatainkrol a kovetkezd fejezet ad
behaté informaciot.

Finomléptékii genetikai struktura
A finomléptékii genetikai struktira feltarasa soran egyértelmiivé valt, hogy a
Tortula ruralis egybefiiggének és
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klonalis novekedés vagy szaporodas szerepe relative Kkicsi a Tortula ruralis
magyarorszagi populacidiban, legalabbis az adott térbeli skalan. Hasonloan jol
szemléltetik ezt az alabbi képek, ahol az egyes genetikai klonokat eltéro szamok jelolik.

Ahhoz, hogy a genetikai sokféleség térbeli eloszlasarol képet kapjunk,
megvizsgaltuk az egyedek kozotti térbeli tavolsdg és genetikai rokonsag kozotti
Osszefiiggést. Egy idedlis populacidban, ahol a terjedés limitalt, a térben tavolabbi
egyedek varhatoan genetikailag is jelentdsebben kiilonboznek. A hat mintavételi
egységbdl csupan kettében talaltunk szignifikdns negativ Osszefiiggést a térbeli és a
genetikai tavolsagok kozott. Azaz a teljes mintavételi teriilet skaldjan csak néhany
esetben mutathato ki térbeli genetikai struktiralédas. Ha azonban a térbeli tavolsagokat
osztalyokba soroljuk, akkor csupan egy mintavételi egyég nem mutatott szignifikans
genetikai struktirat. Ezek az eredmények egyértelmiien ramutatnak arra, hogy Kis
térléptékben kimutathatd genetikai struktira, azaz a térbeli kozelség a genetikai
rokonséagban is megmutatkozik.

Annak eldontéséhez, hogy ez az dsszefiiggés klonalis novekedés majd azt kovetd
mutacio vagy pedig szexualis szaporodas kovetkezménye-e, kapcsoltsagi egyensuly
vizsgalatot végeztiink. Egy klonalisan ndvekedd populdcioban, ahol egy mutacio egy
adott helyen csak egyszer jelenik meg, er6s kapcsoltsag varhatdé az egyes markerek
kozott. Ezzel szemben egy szexualis populacioban a folytonos rekombindcié a
markereket fliggetlenné teszi egymadstdl azaz kapcsoltsagi egyensulyba keriilnek. Ennek
tesztelésére a markerek kapcsoltsaganak mértékét hasonlitottuk Gssze egy random
referenciaval ahol a markerek szabad kombinacidjat engedtiik meg. A hat mintavételi
egység kozil csupan kettében tapasztaltunk a markerek szabad kombinacidjatol
szignifikdnsan nem kiilonboz6 kapcsoltsagi értékeket, mig a mintavételi egységek
tobbségében a kapcsoltsag mértéke szignifikdnsan meghaladta a random referenciat.

Jelentdség

Vizsgalatunk tobb varatlan eredményre vezetett. E16szor megmutattuk, hogy az
egymastol tobb tiz kilométerre fekvo Tortula ruralis homokgyepi populacioi genetikailag
szignifikdnsan nem kiilonboznek. Ez egyértelmiien mutatja, hogy a faj sporai messze
terjedhetnek és a génaramlas mértéke akkora, hogy a genetikai sodrodas altal eldidézett
divergenciat teljesen képes ellensulyozni.

Ha azonban az egyes allomanyokon beliili foltokat hasonlitottuk 6ssze egymassal,
azok genetikai differencidcidja meghaladta a random referencidét. Ez arra utal, hogy a
homokpusztagyep allomanyok kozatt, illetve azokon beliil eltéré folyamatok dominalnak.
Az egyes allomanyok foltjainak genetikai divergenciajat alapvetden a foltok szintjén
lejatsz6do dinamika hatarozza meg. Ahogy kimutattuk, a foltok elsé ranézésre viszonylag
kevés genetikai klont tartalmaznak, mégis tobbségiik genetikai strukturdja nem felel meg
egy csak szexualis szaporodast mutatdé referencidnak. Azaz a genetikai struktira kis
térléptékben ugyan, de jelen van, ami feltehetden abbol ered, hogy a spérak nagy hanyada
az anyandvényhez kozel ér foldet. A térbeli struktura kialakuldsdhoz természetesen a
klonalis novekedés is hozzajarul.

Habar az egyes mintavételi egységek skaldjan az egyedek szignifikansan
kiilonboztek egy allandoan szexudlisan szaporodo referencia populacidtol ez az eltérés
relative gyenge volt. Ez arra utal, hogy a populaciok szexualisan is szaporodnak és egy
parna nem feleltethetd meg egyetlen genetikai klonnak, ami szoges ellentétben all azzal a



korabbi elképzeléssel, hogy a félsivatagi koriilmények altal kivaltott stressz a klonalis
novekedést részesiti elényben szamos mohafaj esetében. Ez, a feltételezések szerint, a
mohak vizhez kotott szaporodasanak és a fejlédo ivarszervek gyenge kiszaradastiirésének
kozvetlen kovetkezménye. Ezért vizsgalataink egyértelmiien ramutatnak arra, hogy a
Tortula ruralis generativ képletei jelentds kiszaradastiiréssel rendelkezhetnek.

2. alprojekt - A szubsztrat hatasa a Hypnum cupressiforme epifiton mohafaj
reproduktiv sajatsagaira (6kologiai megfigyelések és RAPD markerek alapjan)

Bevezetés és kérdések

Ebben a részprojektben az €16 és kidolt, korhado fan eléfordulé mohapopulaciok
genetikai és reproduktiv vizsgélatat tliztiik ki célul. Elézetes vizsgélatok ugyanis azt
sugalltak, hogy a szubsztrat jelentds hatdssal lehet a mohafajok populédcioinak genetikai
struktirdjara illetve reproduktiv és vegetativ ¢életfolyamataira. Ez a megfigyelés
kiilonosen igaz az elkiiloniilt him és ndi gametofitonnal rendelkezd fajokra, amelyek
estében a nemek eltérd szubsztratpreferencidval rendelkezhetnek. A vizsgalatokhoz
elévizsgaltak alapjan a Hypnum cupressiforme lombosmohafajt valasztottunk ki
modellként, amely faj mindkét szubsztraton (él6 ill. holt fa) azonos gyakorisaggal
megtalalhato és kétlaki gametofitonnal rendelkezik. A faj Eurépa mérsékelt 6vi részén
altalanosan elterjedt, igy a vizsgéalatok soran kapott eredmények nem csupan egy adott
fajra vonatkozo informaciot nyeriink. Tovabba a faj tokéletesen megfelel a
kovetelményeknek, hiszen a vizsgalathoz megfeleld mérettel, novekedési litemmel,
tomegességgel €s gyakorisaggal rendelkezik. A vizsgalat soran a kovetkezd kérdésekre
kerestiik a valaszt.

(i) Kérdés: Hatassal van-e a szubsztrat a Hypnum cupressiforme reproduktiv
jellemzdire?

(if) Kérdés: Hogyan befolyasolja a szubsztrat a Hypnum cupressiforme populaciok
genetikai struktirajat?

(ili) Kérdés: A Hypnum cupressiforme kiilonb6z6 nemi egyedei térben
szeparaltan jelennek-e meg?

(ilif) Kérdés: Mekkora lehet egy him és néi egyed kozti megtermékenyitési
tavolsag?

Mintavétel

A vizsgalat realizaldsa soran tobb apr6 pontban eltértiink a benytjtott palyazatban
leirtaktél. Mindez azonban nem meglepd, hiszen a vizsgalat mintavételi részének
alkalmazkodnia kell a mindenkori mintavételi teriilet adottsagaihoz. Mint mar a korabbi a
részjelentésekben emlitettilk, a Hypnum cupressiforme genetstruktiraja igen finom
léptékben mozog, igy a mintaclemszamot noveltik, mig a megvizsgalt szubsztratok
szamat  csOkkentettiik. = Ennek  kovetkeztében egy  mintateriilet  részletes
populéciostruktirdjanak feltardsara fektettiik a hangstlyt. A RAPD markerek koziil
minddsszesen 4 primer szolgaltatott megbizhat6 eredményeket ezért ezeket alkalmaztuk a
tovabbi vizsgalatok soran (UBC 856, 857, 888, 889).



Hérom all6 és harom fekvd fa mohagyepje keriilt megmintazasra. A gyepet egy
10 x 10 cm-es haléval boritottuk le majd minden egység kozepébdl vettiink mintat.
Osszesen 900 egyed keriilt begyiijtésre (egy szisztematikus racshalot alkalmazva),
amelyeknek nemét morfologiai vizsgalat soran allapitottuk meg mindkét
szubsztrattipuson.

Ugyan az eredeti palydzatban nem szerepelt, mégis sziikségesnek tartottuk, hogy
az eltér6 nemil hajtasok reproduktiv és generativ sajatsagairdl részletes informdaciot
gyljtsiink. Ehhez 4 allo és 4 kidolt fan egyenként 40 egyedet (him és ndi egyedek)
jeloltink meg cérna segitségével majd haromhavonta milliméterpapir segitségével
rogzitettiik a hajtasok novekedését (féhajtas, oldalhajtas). A hajtasokat egy évig kovettiik
nyomon. Ezen egyedek szolgaltattak informaciét arrél, hogy hogyan befolyasolja a
szubsztrat generativ és vegetativ folyamatokat. Mindkét vizsgalatot a Borzsony Hosszu-
patak volgyében taldlhaté mintateriileten folytattuk le.

Eredmények osszefoglalasa és értékelése

Jol ismert jelenség, hogy a korhad6 fa korhadasi allapotanak elérehaladtaval egyre
szivacsosabb struktirat vesz fel, azaz vizmegtartdé képessége novekszik. A mohdk, mint
poikilohidrikus ndvények primer produkcidja illetve életfolyamatai nagymértékben
fliggenek a rendelkezésre all6 viz mennyiségétol. Emellett tobb vizsgalat is alatdmasztja,
hogy az ivarszervképzés mértéke is erdteljesen kornyezetfliggd. Hipotézisiink ezek
alapjan az volt, hogy a rosszabb vizellatottsaggal jellemezheté €16 fa kérgén az
ivarexpresszio6 alacsonyabb lesz.
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rametek szinte azonos hanyada (66
és 53%) képzett gametangiumot,
ami  statisztikailag nem volt
szignifikans (def:1:0,080;
p=0,3729). Ezzel ellentétben a
kiilonb6zé nemii rametek aranya a
két szubsztraton szignifikansan
kiilonbozének bizonyult: a noi
rametek az ¢l6 fak kérgén
dominaltak, mig a him rametek a ) o ) )
kidolt fatdrzseken voltak jelen 1. Abra A hajtasok Gssznovekedése az egyéves

, 2 vizsgalat ideje alatt a két szubsztraton (atlag és
nagyobb aranyban (x"ur=2=29,12; 95% konfidencia intervallum).
p<0,01; lasd egyes 4abra). A
vizsgalat hasonl6 eredményre vezetett akkor is, ha a genetikai informaciot is bevontuk az
analizisbe, azaz a vizsgalatot a genetek szintjén végeztiik el. A kiddlt fakérgeken nem
csak a him egyedek szdma volt nagyobb, hanem klonjaik atlagos kiterjedése is mintegy
hétszer nagyobbnak bizonyult, mint a n6ké. Mindez arra mutat, hogy a kiilonb6zé nemi
sporak, egyeldre ismeretlen okok miatt, eltéré megtelepedési sikert mutatnak korhado
illetve ¢€l6 fak kérgén. Az eltéré megtelepedési képességen kiviil a him klonok tapasztalt
dominanciaja a kidolt fakon arra mutat, hogy a szubsztrat nem csak a megtelepedésre,
hanem a nemek tovabbi novekedésre is jelentds hatdssal van.
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A jelolt hajtasok segitségével végzett vizsgalatok segitettek tisztazni a szubsztrat
vegetativ folyamatokra kifejtett hatdsat. A fo6ldon fekvo fatérzseken a him, néi és steril
hajtasok egyarant gyorsabban novekedtek a vizsgalt iddszak alatt, mint az all6 fak kérgén
mind a teljes novekedést, mind pedig az oldalhajtisok szaméanak ndvekedését ¢és
hossznovekedését tekintve (U-teszt, p<0.05 minden esetben, lasd az egyes abrat). Ez arra
utal, hogy a hossznovekedés az 4ll6 fak kérgén abiotikusan limitalt. Mégis a nemek eltéro
médon novekedtek a két szubsztrattipuson, eltéréen reagaltak arra. A himek
szignifikansan nagyobb novekedést mutattak a kiddlt fan mint a steril vagy ndi hajtasok.
Végiil a kéthavonta végzett novekedés-detektalas felhivta a figyelmiinket arra, hogy a
nemek nem csak atlagos novekedési ratajukban térnek el egymastol, hanem a novekedés
idobeli lefutasa is kiilonboz6. A him hajtasok erdteljesebben novekednek Osszel, mig
gyengébben novekednek tavasszal, mint a steril és néi hajtasok. Azaz a nemek
novekedésének idébeli iiteme eltér.

A szubsztrat egyértelmiien hatdssal volt a genetikai strukurara is. Hipotézisiink
szerint a kidolt fa — talan jobb vizellatottsdga miatt — tObb spora csirdzasat teszi lehetové.
Ennek megfelelden 4tlagosan kevesebb klon megjelenésével szamoltunk az all6 fakon. A
genetikai vizsgalat egyértelmlien megmutatta, hogy a kid6lt fak populacioi genetikailag
meglehetésen diverzek. Egy genetikai klon atlagos kiterjedése 3.86 dm? (SE=1.56) volt a
korhad6 fan, ezzel szemben az ¢é16 fak klonjai jelentdésen nagyobbak voltak (atlag: 6.34
dm?, SE=1.23). A klonok mindkét esetben sszefonddva fordultak elé, mutatva, hogy a
megtelepedést kovetden novekedésiik a gerilla stratégiat koveti. Osszefoglalva, a
genetikai elemzés tdmogatja azt a munkahipotézist, hogy az all6 fikon a spoérdk
megtelepedési esélye Kisebb, ami a klonok alacsonyabb szamaban jelenik meg. Az a tény,
hogy az 4llo6 fan a klonok mérete atlagosan nagyobb arra utal, hogy az 4ll6 fdkon a
vegetativ ndvekedés nagyobb szerephez jut, mint a kid6lt tuskokon.

Vizsgélatunk tovabbi kérdése volt a megtermékenyitési tdvolsdg megallapitésa.
Ennek megvalaszoldsdhoz a sporofitonnal rendelkez6 ndi hajtasokat terveztiik
megvizsgalni. Az anyai és az apai allél egyértelmii
meghatarozasdhoz a sporofiton genotipusabol ki
kell vonni az anyai genotipust, majd meg kell
keresni a maradék alléleket (apai) hordozd him
gametofitonokat az anyandvény koriil. Habar a
gametofitonokbol valé DNS kivondsa nem okozott
problémat, a sporofitonokbol tobb probalkozést
kovetden sem sikeriilt megfeleld mennyiségli ¢és
mindségli extraktumhoz jutni. Ez azt eredményezte,
hogy a sporofitonoknak csak igen kis szazaléka
adott értékelhetd eredményt, igy a .
megtermékenyitési tavolsagok becslésérdl le kellett 2. Abra Balra: harom lehetséges him
tenniink. Ennek megfeleléen — ahogy mar korabban gametofiton (P) (€5 az anyanoveny (M)

ry s .1y , ., profija. Jobbra: az anyanbvény két
emlitettik — 1nkabb‘ a gametoﬁton populacié sporofitonjanak profilja (S). A piros vonalak
részletesebb  genetikai  strukturdjanak feltardsat  mutatiak az apai, a zold vonal az anyai
végeztik el. Mindenesetre, egy kozel sikeresnek alléleleket. A piros nyilak azt a markert
mondhat6d sporofiton-anyandvény-him gametofiton
Osszehasonlitas eredményét a 2. dbra szemlélteti.
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Jelentoség

A vizsgalat soran feltart torvényszertiségek jelentds kovetkezményekkel jarnak a
ciprusmoha, és dltaldban véve a kétlaki gametofitonokkal rendelkez6 mohafajok
fajok csupan mintegy 2%-a kétlaki, a lombosmohdk tobb mint 60%-a kiilonalldo him és
ndi gametofitonnal rendelkezik. A kétlakisdg elméleti megfontolasok alapjan egy
evolicidsan stabil stratégia, és gyakran egyiitt jar a nemek specializaciojaval. Ez a
folyamat az egyik nem kizarodasahoz és monodominans alloméanyok kialakuldsahoz
vezethet, ami jelentdsen befolydsolhatja a populdcid evolucids potencialjat. A kétlaki
lombosmohdk tobbségében az ivarmeghatarozas szexkromoszomakhoz kotott, ami a him
¢s ndi egyedek 1:1 ardnyat eredményezi. Mégis szamos vizsgalat kimutatta, hogy a
populaciok gyakran egyenldtlen ivararanyuak, illetve néhany esetben szexualis
dimorfizmus is megfigyelhetd.

Vizsgéalatunk egyértlemlien megmutatta, hogy az ivarardanyok ferdiiltsége
szubsztratfliggd. Ezt egyrészt az eltérd nemi spordk differencialis csirdzasi képessége
(him illetve ndi gametofiton klonok szamdnak eltérése a két szubsztraton), masrészt a
szubsztrat  vegetativ.  novekedésre  kifejtett hatdsa  eredményezi. A him
klonok/gametofitonok dominancidja a kidolt fakon jol értelmezhetd -erdteljesebb
vegetativ novekedésiikkel. Tovabba a vizsgalatok fényében magyaraztot tudunk adni
arra, hogy hogyan lehetséges a két nem koegzisztencidja. Eredményeink arra utalnak,
hogy a him és néi gametofitonok térben ugyan nem, de idOben szeparaltak, eltérd
szezondlis novekedési ritmusuknak koszonhetéen. Azaz az eltérd évszakbeli aktivitas
id6ben szeparalt niche-eket hoz 1étre, amelyek lehetdvé teszik a térbeli koegzisztenciat €s
a gyakori sporofitonképzést. Mindez segiti a populacid genetikai variabilitasanak
fenntartasat. Végiil a szex-specifikus novekedésbeli eltérések ramutatnak arra, hogy a
szexualis dimorfizmus nem feltétleniil atlagos sajatsdgokban jelentkezd kiillonbségként
jelenik meg, hanem a nemekre jellemz6 reakcidonormaként.

Az eredmények igen jelentds kovetkezménnyel birnak erdei tarsuldsaink
eltérd szubsztratpreferenciaval bir, egy erdteljes erdészeti miivelés alatt 4116 allomanyban
(alacsony holtfa arany, ritkdsan all6 fak) kevert nemi gyepek kialakulasara kicsi az esély.
Mivel mohdk esetében a megtermékenyités a két nem kozvetlen kozelségét igényli, egy
ilyen populacidéban ivaros szaporodas csak nagyon ritkdn mehet végbe. Ez a populacid
genetikai variabilitdsanak ¢és ez altal talélési esélyeinek drasztikus csokkenéséhez
vezethet.

3. alprojekt - Feltételezett dormancia és a diasporabank ’genetikai memoria’ hipotézisének
vizsgalata molekularis markerek segitségével

Bevezetés

Az alprojekt modelleként szolgaldé mohafaj a projektet eldkészitdé vizsgalatok
soran modositasra keriilt, igy a 2006. évi OTKA beszamoldban foglaltaknak megfeleléen
az ecredetileg kivalasztott Phascum cuspidatum lombosmohafaj helyett elindult az
¢léhelyében és életmenetében igen hasonlo alternativ modellfaj, a Mannia fragrans
alkalmassagéanak analizise is, amely az eldvizsgalatok lezarultaval a tovabbi kisérletek



modellfajava valt. Erre azért volt sziikség, mivel a korabban kijelolt Phascum
cuspidatum, apré termete miatt csak igen kis mennyiségii DNS kinyerésére adott
lehetéséget (<0,5 ng/ul), ami a PCR reakciot kovetéen — a reakcidokoriilmények
koriiltekintd optimalizalasa ellenére is — az alkalmazhat6 technikai kereteken ¢&s
megoldasokon beliil értékelési, megismétlési nehézségeket okozott. Az 1 modellfaj
esetében is megtértént a reakciokoriilmények optimalizalasa (alkalmazott DNS
mennyisége, magnéziumklorid-koncentracié és anneadlasi homérséklet beallitasa) a
primerek tesztelése és a leginformativabb ISSR primerek Kivalasztasa. Az 0j modellfaj
alkalmazédsanak kovetkeztében a mintavételi teriiletek szamat is bdvitettiik: a vizsgalt
teriiletek egy, a Misina-Tubes teriiletén fekvo élohellyel béviiltek.

Mintavétel, modszerek

Mintavételre harom helyszinen keriilt sor a modellfaj harom jol elkiiloniilt
uton szaporodik, a Vértesben talalhato, dolomit alapkézeten kialakult nyilt sziklagyepben
(N 47°31°21”, E 18°29°57”). 1000 m-es tavolsdgon beliil, a szomszédos lejtékdn tobb
kisebb-nagyobb populacié is megtalalhatd, ezeket a mintateriilettdl bokorerdé foltok
valasztjak el. A 2. populacié a Mecsekben, meszes alapkdzeten taldlhat6d (N 46°06°09”, E
18°12°27”), valamivel nagyobb méretli. A 3. populacidé a Szent Gyorgy-hegy (N
46°49°39”, E 17°29°55”) meredek délnyugati lejt6jén, bazalt alapkdzeten kialakult
gyepben él. E két utdbbi populacié gyakran és tomegesen szaporodik ivarosan, az elsénél
mindketto joval izolaltabb.

A mintavételre harom alkalommal, a f6 vegetacios periddusokban keriilt sor: (1)
november, sporatermelés elétt, (2) aprilis (kdzvetleniil a sporak kiszorasat kovetéen), (3)
november. A 3. populacidban csak az
utobbi alkalommal tortént mintavétel.

A  mintavétel sordn minden
telepfoltot megjeldltiink, fényképen és
térképen rogzitettink a mintavétel
megismételhetdségének  érdekében.
Minden telepfoltbol 5  ndvényt
emeltiink ki vizsgalati célra
(amennyiben a folt mérete ezt lehetévé
tette). A mintavétellel egy idében a
kovetkezO paramétereket jegyeztiik fel:

100 km

foltonkénti telepszam, ivararany.

A talajmintdkat az ELTE Novényrendszertani Tanszékének iiveghazaban
inkubaltuk, majd a kovetkezdkben leirtaknak megfeleléen készitettiik el6. A begyiijtott
egyedeket binokuldris mikroszkdp alatt a szennyezddésektél megtisztitottuk €s a DNS
analizist zavar6 esetleges gombafert6zések (pl. teleplakd gombak) elkeriilése érdekében
eltavolitottuk a rizoidokat €és a hasi pikkelyeket is. A vizsgalathoz csak a friss apikalis
hajtasvégeket hasznaltuk fol. A kézi tisztitast egy magneses keverdvel végzett desztillalt
vizes mosas egészitette ki (5-10 perc).
gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz 6sszesen 1350 egyed nemét minden begytijtott egyed
nemét ¢és klondlis tulajdonsagait (eldgazdsszam, oldalhajtdsszam, csucshajtasszam) is



feljegyeztiik. A genetikailag eltéré egyedek kozotti keresztez6dés modellezésére 17
archegoniofor sporofitonjanak és a hozzajuk tartoz6 14 anyandvény genetikai
vizsgalatara is sor keriilt.

A DNS kinyeréséhez a Quiagen Dneasy Plant Mini Kit-et hasznaltuk, a gyarto
utasitasa utolsd 1épésének modositasaval, hogy a rendelkezésre all6 kevés novényi
anyagbol is optimalis mennyiségii DNS-t nyerhessiink (Id. Hock és mtsai. 2008a). A
tovabbi analizist az eldzetes vizsgalatok alapjan kivalasztott harom ISSR markerrel
végeztik el (a teszteltek koziil ezen primerek adtak csak kielégité eredményt és
értékelheté polimorfizmust). A PCR reakcio koriilményeit 1d. Hock és mtsai. 2008a. A
reakcio eredményeit agardz gélelektroforézissel tettiik lathatéva (1.4%) és a kapott
csikokat kézzel értékeltiik ki.

Mivel az 1. populacié els6 mintavételbdl és a 2. populacié masodik mintavételbol
szarmazo talajmintdinak jelentds hanyada gombafertézést szenvedett, ezeket az
adatelemzés soran nem vettiik figyelembe.

Az alkalmazott statisztikai eljarasok részletes leirasat 1d. Hock és mtsai. 2008a,
Hock és mtsai. 2008b.

Eredmények

A Mannia fragrans példaja alapjan rendelkezhetnek-e a viragos novényekhez
hasonléan a mohak is “genetikai memoria” szerepi diasporabankkal?

A vizsgélatok eredményeképpen elsd 1épésben megvalaszoléasra keriilt a palydzat
céljaként kitlizott kérdeés, amely azt kivanta feltarni, hogy vajon a virdgos novényekéhez
hasonldéan a mohdk diaspdrabankja is képes-e a genetikai variabilitds hosszabb tavu
megorzésére, azaz mukodhet-e egyfajta ,,genetikai memoriaként”. Eredményeink
alatdmasztjdk a ,genetikai memoria® funkcid meglétét a mohdk esetében is: a
hipotézisnek megfeleloen a felszin és a talaj genetikai diverzitdsa hasonlonak adodott,
tovabba az utobbi tobb haplotipust illetve talajspecifikus haplotipus-vonalakat is
tartalmazott. Ez a tény szdmos fontos, a felszini populacidk genetikai Osszetételét és
evolicioképességét meghatarozd illetve természetvédelmi vonzattal bir. Ugyan
vizsgalatunk az elsd e téren, mégis a mohak életmenet-stratégiainak figyelembevételével
elérevetithetd, hogy a ,,genetikai memoria“ jelensége szamos fajnal eléfordul: kiilondsen
varhato ez az id0szakosan kedvezdvé valo ¢€lohelyek kitartd propagulumokkal, kiterjedt
diasporabankkal és genetikailag polimorf populaciokkal rendelkez6 fajainak esetében.

Hogyan befolydsolja a Mannia fragrans reproduktiv okolégidja a populaciok
genetikai dsszetételét? Mi a fontosabb: aszexudlis vagy szexudlis szaporodds?

A populacidgenetikai vizsgalatokat kiegészitve a modellfaj reproduktiv
okologidja is feltarasra keriilt. A genetikai és a reproduktiv bioldgiai adatok Gsszevetése
értékes informdciot szolgaltatott a mindeddig kevéssé vizsgalt polyoikus szaporodasi
rendszer mitkodésérél valamint egyes elemeinek relativ fontossagardl a populaciok
genetikai strukturdjanak kialakitasaban.

A novényi populdciok genetikai strukturajanak kialakitdsdban meghatarozo
szerepet jatszanak a szaporoddst és a terjedést befolydsold okologiai tényezdk. A
polyoikus szaporodasi rendszer, amelynél a populaciok him, néi és biszexualis egyedeket
egyarant tartalmaznak, nem ritka a mohdk korében, azonban milkodésérdl és



populacidgenetikai vonzatairol semmit sem tudunk. Az illatos majmoha (Mannia
fragrans), mint modellfaj segitségével megvizsgaltuk a polyoikus szaporodasi rendszer
egyes elemeinek relativ fontossagat/hatékonysagat, valamint ezek szerepét a populaciok
genetikai 0sszetételének kialakitasaban.

Magas, a telepfoltok méretével ndovekvd szex-expresszids ratat valamint
erételjesen a ndk iranyaba ferdiilt ivararanyokat tapasztaltunk. A reproduktiv szervek
kifejlédése utan a himek a n6i egyedeknél tobb energiat fektettek klonalis novekedésbe.
A himnds és steril egyedek hasonlo klonalis tulajdonsagai és mikrohabitat-preferencidja
(frissen kolonizalt gap-ek) arra utal, hogy a szelekci6 azokat az ujonnan megtelepedd
egyedeket részesiti elényben, amelyek el6szor mindkét nem ivarszerveit kifejlesztik,
ezaltal biztositva az ivaros szaporodast még partner hidnyaban is.

A gyakori sporatermelés ellenére az alkalmazott ISSR markerek csak kismeértéki
genetikai diverzitast tartak fol, amely feltehetéen a hatékony klonalis terjedés és az
genetikailag azonos novények kozott torténd megtermékenyités gyakorisdganak
eredménye. Mindazonaltal a populdcidkban eléfordul rekombinacié és mutacio is, erre
utal a ritka allélek és rekombindns haplotipusok jelenléte. Az igy keletkezett 1)
haplotipusoknak azonban csak kevés esélyliik van a hatékony elterjedésre, mivel a
nagyméretli sporak zome az eredeti telepfoltba keriil vissza, ahol a telepek denzitasa
miatt a kihajtas esélye alacsony. Mivel a faj populacioi izolaltak és méretiik relative kicsi,
ezeket a haplotipusokat a genetikai sodrodas folyamatosan eltavolitja, bar némelyikiik a
propagulumbank segitségével hosszabb idon keresztiil is talélhet, aminek jelentds szerepe
lehet az elvesztett genetikai diverzitds potlasaban egy lokalis katasztrofat kovetden.

A ,,genetikai memoria” hipotézis tesztelése a viragos novények esetében az elmult
években egyre inkabb az érdeklddés targyava valt, azonban a haploid organizmusok — igy
a mohdk esetében mindeddig nem alltak rendelkezésilinkre ismeretek e téren, ezért a jelen
kutatdsok uttord jelleglinek tekinthetdk és tovabbi fontos, a jovOben tesztelést igényld
kérdést vetnek fel. Igy kérdés lehet, hogy mennyire altalanosithatok az itt kapott
eredmények ¢és milyen bioldgiai tulajdonsagok prediktalhatjak egy hasonld szerepll
diasporabank meglétét mas mohafajoknal. A jovobeli kutatisok varhatéan a nagy
sporaval rendelkezd, genetikailag diverz, iddszakos ¢él6helyekhez alkalmazkodott
fajoknal kecsegtetnek eredménnyel. A kitartd propagulumok nagyobb méretébdl eredéen
a diasporabank genetikai diverzitds megdrzésében betdltott szerepe kiilondsen a lokalis
dinamikdban, finom Iéptékben lehet jelentds.

A vizsgalatok eredményei hazai és nemzetkozi forumokon is bemutatasra, illetve
nemzetkdzi referalt szakfolyoiratokban is publikéalasra keriiltek (Hock Zséfia doktori
disszertacio Ziirichi Egyetem, American Journal of Botany, Journal of Bryology, Plant
Ecology).
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