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A palydzati munka, valamint az elért eredmények bemutatasa:

A palyézati munka a kitlizott célok tekintetében harom teriiletre volt oszthato:

e Terepi munkalatok: természetes eredetli allomanyok felkutatdsa a Dunantulon;
torzsfakijelolés ezen dllomanyokban; levélmintak gytijtése a genetikai vizsgalatokhoz;
az allomanyok, torzsfak dokumentalasa,

e Molekularis genetikai vizsgalatok: kloroplaszt és sejtmagi DNS vizsgalata az egyes
populécidk genetikai valtozatossagéanak feltarasa céljabol,

e Novényélettani vizsgalatok: a szarképletek gyokeresedése sordn lejatszodo élettani
folyamatok vizsgalata a gyenge gydkeresedési erély okainak feltarasa céljabol.

A tovabbiakban a kutatds sordn elért eredményeket ezen harmas bontas szerint ismertetjiik.

TEREPI MUNKALATOK

A mintagyiijtés alkalméval célunk volt, hogy érintsiik a két alapfaj dunantali elterjedési
teriiletének fontosabb tajegységeit. Igy kutatasaink kiterjedtek az Orménsagra, a Villanyi-
hegységre, a Mecsekre, a Zselicre, Kiilso- €s Bels6-Somogyra, a Kis-Balaton kdrnyezetére, a
Keszthelyi-hegységre, a Magas-Bakonyra, valamint a Szigetk6z egy részére. A terepi
munkalatok soran Osszesen 79 kozséghatarban jeldltiink és mintdztunk torzsfakat. A
mintagyijtés alkalmaval segitdink, vezetdink voltak a Duna-Drava Nemzeti Park, a Mecseki
Erdészeti ZRt., a SEFAG Erdészeti és Faipari ZRt., a Bakonyi Erdészeti és Faipari ZRt.,
valamint a Kisalfoldi Erdégazdasag ZRt. munkatarsai.

A terepi munkalatok sordn olyan erddrészleteket, it menti facsoportokat kerestiink,
melyek bizonyitottan, vagy nagy valoszinliség szerint természetes eredetiiek, azaz genetikai
allomanyuk jol reprezentalja a tijegységre jellemzd genetikai mintazatot. A kijelolt fak
kozépidds, id6s egyedek voltak. Ennek oka egyrészt visszakereshetdség volt, masrészt az a
feltételezés, hogy ezen egyedek mar évtizedek oOta részt vesznek a génaramlési folyamatokban
(pollen, vagy termés utjan), ezaltal forrdsai a helyi Okologiai feltételekhez torténd
adaptacionak.

Az altalunk valasztott metodika szerint egy erdérészletbdl, vagy nagyobb facsoportbol
legfeljebb harom egyedet mintaztunk részben azért, hogy minél nagyobb teriiletet legyiink
képesek a mintagylijtés alkalmaval bejarni, részben azért, hogy elkeriiljiikk a nagy teriileti
sarjcsoportok tObbszori mintdzasat, amely torzitotta volna a genetikai vizsgalatok
eredményeit.

A mintavételezés alkalméval levélmintdkat gyljtottiink a kivalasztott egyedekrol,
melyek egy részét a genetikai vizsgalatokig hiitve szallitottunk, illetve taroltunk, masik részét
pedig a késdbbiek soran herbariumban helyeztiink el. A molekularis genetikai vizsgalatokhoz



lehetéségekhez mérten fiatal, novekedési fazisban 1évé leveleket gyijtottiink, melyek
nagyobb koncentracidban tartalmaznak ép kloroplaszt és sejtmagi DNS-t, illetve az extraktum
mindségét gyengitd masodlagos anyagcseretermék még nem halmozodtak fel benniik. A
herbariumi levélanyaghoz ép, egészséges, kifejlett rovidhajtasleveleket gyiijtottiink, amelyek
a késobbiekben lehetdséget biztositanak szdmunkra az egyes levélmorfologiai jellegek
(levélszél fogazottsaga, a levéllemez tagoltsaga), és a genetikai vizsgalatok eredményeinek
Osszevetésére.

A gylijtés mellett rogzitettiik a kijelolt mintafak elhelyezkedését GPS késziilékkel,
lejegyeztik azok feltételezett faji besoroldsat, valamint egyes esetekben a kornyezd
erdéallomany egyes florisztikai (fafajosszetétel), 6kologiai (termdhelyi) jellegzetességeit. A
faji besorolas sok esetben nagy koriiltekintést igényelt, hiszen az egyes alapfajokkal (foleg a
fehér nyéarral) visszakeresztezddott sziirke nyar egyedek morfologiai bélyegei jelentds
hasonlésagot mutattak az adott alapfaj vonatkozd bélyegeivel. A mintagyiijtés alkalmaval
Osszesen 931 egyedrdl gyljtottiik levélmintat.

MOLEKULARIS GENETIKAI VIZSGALATOK

Az alkalmazott laboratoériumi moédszerek, munkafazisok:

DNS-extrakcio:

A DNS kivonas kozvetleniil friss, vagy fagyasztva tarolt levélszovetbodl tortént. Az
extrakciot a QIAGEN cég Dneasy Plant Mini Kit-jével végeztiik. A kivonas elsd 1épése a
levélszdvet roncsolasa volt, amely mozsarban tortént folyékony nitrogén alkalmazédsaval. A
finom porra Orolt mintdt ezutdn tobb lépésben dolgoztuk fel, amely soran megtortént a
fehérjék kicsapasa, a sziirlet tisztitasa, majd a DNS kinyerése. Az eljaras eredményeként
mintegy 200 pl nagy tisztasdgu, koncentralt DNS-oldatot kaptunk, amely alkalmas volt a
genetikai vizsgalatok elvégzéséhez.

A DNS-oldatokbdl 50 pl-nyi mennyiséget -80 °C-on tarolunk tovabb, igy a legyiijtott
egyedek genetikai allomanyat fagyasztott, valamint a herbariumban tarolt levélmintak mellett
felhasznalasra kozvetlentil alkalmas DNS kivontban is meg0rizziik.

RAPD markerek:

A RAPD markertechnika (Random Amplified Polymorphic DNA) a PCR (polimeraz
lancreakcio, polymerase chain reaction) alapi modszerek legegyszeriibb valtozata. Ebben az
esetben véletlenszerii szakaszokat szaporitunk fel (amplifikdlunk) a teljes névényi genombol.
A reakciohoz tetszbleges szekvenciasorrendii, 8-10 bazispar hosszusagu oligonukleotidokat
(primereket) alkalmazunk. A mddszer nagy eldnye az olcso €s egyszeri kivitelezhetOség.
Vizsgalatainkhoz, el6zetes tesztelések utan, a kovetkezd primereket hasznaltuk az OPERON
(Eurofins MWG Operon, http://www.operon.com/) sorozatbol: D05, KOS.

A PCR reakci6 dsszeallitasa a kovetkez6 recept szerint tortént:

5x Puffer (PromegaGoTaq Flexi) 3ul

MgCl, (2,5 mM) 0,9 ul
Primer (10 pM) 1,5 ul
dNTPmix (Promega) (10 mM) 0,15 ul
Polymeraz (PromegaGoTaq Flexi) 0,4U

PCR viz kiegészitve 15 pl-re

DNS-minta (kb. 10 ng/pl) 2 ul



A PCR reakcidhoz Eppendorf Mastercycler Gradient késziiléket hasznaltunk a
kovetkezo programozassal:

1. Kezd6 denaturacid 95°C 15 min
2. Denaturacio 95 °C 1 min
3. Bekotddés 38 °C 1 min
4. Lanchosszabbitas 72 °C 2 min
5. Ciklus ismétlése 2-3-4-es 1épés  39-szer
6. Végso6 lanchosszabbitas 72 °C 10 min
7. Tarolas 4°C ©

A PCR reakci6 eredményeként kapott fragmentumokat a méret szerinti elemzéshez
agaroz gélelektroforézissel valasztottuk szét. Az elektroforézishez 1,75 %-os agaroz gélt
(Roti®garose NEEO, Roth GmbH) hasznaltunk. A futtatist 1x TAE pufferrel és 120 V
fesziiltség mellett 3 6ran at Sigma-Aldrich Midi futtatokadban végeztiikk. A pontos méretek
meghatarozasahoz 5000-100 bazispar méretezésti standardot alkalmaztunk (100bp DNA
Ladder, prod No. T835.1, Roth GmbH). A fragmentumok megjelenitésére a gélt etidium-
bromiddal, illetve a kés6bbi vizsgalatokban GelRed (Biotium Inc.) festékkel festettiik, majd
UV fénnyel vilagitottuk at. A megjelend mintazatot digitalis fotdozassal dokumentaltuk. A
vizsgalat befejeztével a gél veszélyes hulladékként valdo megsemmisitésérdl gondoskodtunk.

A futtatas eredményeként kapott genotipus mintdzatot a Kodak 1D elemzd szoftver
segitségével értékeltiik és binaris kodolassal kodoltuk a tovabbi genetikai elemzésekhez.

PCR-RFLP mddszer:

A PCR-RFLP egy kombinalt technika, amely két {6 1épésre bonthato: elsé 1épésben egy,
altalaban specifikus PCR reakciot allitunk 6ssze, majd az amplifikdtumot (PCR terméket)
tovabbi fragmentumokra hasitjuk restrikcios endonukledzokkal.

A kutatashoz az alabbi kloroplaszt adatbazisbol véalasztottuk ki a markereket Lexer et
al. (2005) nyoman: www.bfw.ac.at PRIM.htm

Az altalunk alkalmazott cpPrimer és restrikcids enzim (New England Biolabs Inc.)
kombinaciokat a 2. tablazat tartalmazza.

cpPrimer Restrikcios Vizsgalt fragmentumok Vizsgalt
endonukleédz hossza (bp) fragmentumok szama
Rpll6ex1f+ rps3r2 Hha I + Eco RI 280 2
Rpl16R1516 + rpl16F71R Eco RI 310-380 5
Rps3f2 + ccmpl10R Hhal+ Ssp 1 205-320 5
ccmplOR + trnHM Msp | 285-385 7

1. tablazat: PCR-RFLP vizsgialatokhoz hasznalt primer és endonukledz kombinaciok

A PCR reakci6 a kovetkezd protokoll szerint zajlott:

5x Puffer (PromegaGoTaq Flexi) 4 ul

MgCl, (2,5 mM) 1,6 pl
Primer F (10 pM) 0,4 ul

Primer R (10 pM) 0,4 ul
dNTPmix (Promega) (10 mM) 0,4 nl
Polymeraz (PromegaGoTaq Flexi) 0,4U

PCR viz kiegészitve 20 pl-re

DNS-minta (kb. 10 ng/pl) 1 ul



http://www.bfw.ac.at_prim.htm/

1. Kezd6 denaturacio 94 °C 3 min
2. El6készités 94 °C 50 sec
3. Elokészités 70 °C 1 min
4. Ciklus ismétlése 2-3 1épés 9-szer
5. Denaturécio 94 °C 30 sec
6. Bekotddés 55°C 50 sec
7. Lanchosszabbitas 70 °C 4 min
8. Ciklus ismétlése 2-3-4-es 1épés  34-szer
9. Tarolas 4°C 0

A PCR reakci6 sikerességét agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik (1,75%-os gél, 1x TAE
puffer, 120 V, 30 perc).

Az emésztés a kovetkezo eljarassal zajlott:

A PCR termékhez az adatbazisban k6zolt receptek szerint enzim mixet (enzim + enzim puffer
+ PCR viz) adtunk, majd termosztat szekrényben 37 °C-on 5 6rdn at inkubaltuk.

Az emésztés termékeként keletkezett fragmentumokat agardz gélelektroforézissel
valasztottuk el a méret szerinti elemzésekhez. A futtatasi koriilmények a kovetkezdk voltak: 2
%-o0s gél, 1x TAE puffer, 500-25 bp méretstandard (HyperLadder V, Bioline Inc.) 120 V-on,
3 oOrén at.

A mintazat megjelenitését és dokumentalasat a RAPD vizsgalatoknal ismertetett modon
végeztiik.

SSR markerek:

A mikroszatellitek vagy SSR markerek (Simple Sequence Repeat) olyan nagy
polimorfizmust mutat6 DNS szakaszok, melyekben 2-5 bazisparnyi egységek ismétlodnek
nagy kopiaszamban, tandem moddon. A célszekvencidk felszaporitdsat primerparokkal
végezziik, amelyek az adott mikroszatellitet hatarold, igen konzervativ szekvencidra
specifikusak. A primerpar egyik tagja (forward) fluoreszcens jelolést kap az 5” végre. igy a
felszaporitott fragmentum lézeres detektalassal kimutathatova valik.

A vizsgalathoz az alabbi SSR markereket teszteltiik. A tesztelések utdn 6 markert
emeltiink ki egy el6zetes mintasor teljes elemzésésre.

WPMS sorozat: 9, 12, 14, 16, 18, 20

(Populus nigra fajra kifejlesztve, van der SHOOT et al. 2000; SMULDERS et al. 2001)
PMGC ¢és GCPM sorozat: 14, 2060, 2163

(P. trichocarpa fajra kifejlesztve, http://www.ornl.gov/sci/ipgc/ssr_resource.htm;
http://www.cfr.washington.edu/research.poplar/pmgc/ssr/)

PTR sorozat: 2,4, 5, 6, 14

(P. tremuloides fajra kifejlesztve, DAYANANDAN et al. 1998; RAHMAN et al. 2000)
ORPM sorozat: 312, 220

(P. trichocarpa fajra kifejlesztve, TUSKAN et al. 2004)

Az SSR régiodk felszaporitasa a kovetkezd protokoll szerint tortént:

5x Puffer (PromegaGoTaq Flexi) 3ul

MgCl, (2,5 mM) 1,5 ul
Primer F (10 pM) 0,6 ul

Primer R (10 pM) 0,6 ul
dNTPmix (Promega) (10 mM) 0,25 ul
Polymeraz (PromegaGoTaq Flexi) 0,4U

PCR viz kiegészitve 15 pl-re

DNS-minta (kb. 10 ng/ul) 1,5 ul


http://www.ornl.gov/sci/ipgc/ssr_resource.htm
http://www.cfr.washington.edu/research.poplar/pmgc/ssr/

PCR protokol
NP LP

Kezd6 denat. 94 °C 15 min 94 °C 15 min

Denaturacio 94 °C 5 sec 94 °C 45 sec

Bekotodés 50-60 °C 15 sec 50-60 °C 45 sec 30x

Lanchosszabbitas 72 °C 60 sec 72°C 105 sec

Végs6 lanchossz. 72 °C 10 min 72 °C 10 min
WPMS 9, 18, 14 Program: LP Bekot. homérséklet: 60 °C
WPMS 20 Program: NP Bekot. hdmérséklet: 60 °C
WPMS 16, PMGC 2163, 2060 Program: LP Bekot. hdmérséklet: 55 °C

A PCR reakci6 sikerességét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik (1,75%-os gél, 1x
TAE puffer, 120 V, 30 min). A savok intenzitdsa alapjan becsiiltiik a tovabbi vizsgalatokhoz
sziikséges higitas mértéket (ez a legtobb esetben 20 x-os higitast jelentett).

A vizsgalat kovetkez6 1épése a fragmentumok pontos méretének meghatarozasa. Ehhez
egy nagy felbontoképességli genetikai analizator sziikséges (ABI PRISM310, Applied
Biosystems). Ez a késziilék szintén az elektroforézis elvén miikddik, azonban a poliakrilamid
Osszetételli gél egy kapillaris kozegben taldlhatd, és a késziilék automatizaltan adagolja a
vizsgaland6 PCR termék mintakat. A fragmentumok fluoreszcens festéket hordoznak, ami
lehetdvé teszi egy 1ézeres detektor segitségével a pontos detektalasukat, majd a miiszer egy
méretstandardhoz viszonyitva megadja a pontos hossz adatot bazispar pontossagban. Az igy
nyert hossz polimorfizmus adat egy kodominans (két allélos) kodként tovabb elemezhetd.

Statisztikai értékelés:

A genetikai vizsgalatok sordn nyert nyers genotipus adatok statisztikai értékelését a
kovetkezd szoftverekkel végeztiik:

GenAlEx 6.1 (Peakall és Smouse 2006)

Statistica 6.0 (StatSoft. Inc. 2001)

Network 4.5 (Fluxus Technology Ltd.)

A vizsgalati eredmények kiértékelése:

RAPD vizsgalatok:

A vizsgalatok alkalmaval 6t primert teszteltliink, melyek koziil kettd mutatott nagy foka
polimorfizmust a vizsgalt fajok tekintetében. A kivalasztott két primerrel Osszesen 358
egyeden végeztiik el a PCR reakciot. A PCR reakciot kovetd fragmentdetektalas alkalmaval
az egyes egyedek elektroforetikus mintdzatan Osszesen 41 fragmentumot vizsgaltunk, azaz
rogzitettilk azok meglétét, illetve hidnyét. A gélfotok elemzéséhez Kodak 1D 3.6 képelemzd
szoftvert hasznaltunk. A bindrisan kodolt egyedmintazatokat ezt kovetden GenAlEx 6.1
szoftverrel elemeztiik. A szoftver segitségével megallapitottuk az egyes populaciok genetikai
valtozatossagat, egymashoz viszonyitott genetikai tdvolsagat. Az elemzés soran nyert
genetikai tavolsag matrixbol a Statistica 6.0 szoftver segitségével dendrogramot
szerkesztettlink, melyen grafikusan keriil abrazoldsra az egyes populaciok egyméashoz
viszonyitott genetikai tdvolsaga.

Az egyes populdciokra jellemzd diverzitas értékeket a 2. tdblazat tartalmazza. A
populacidk genetikai diverzitasat, ezaltal alkalmazkodo-képességét, a megfigyelt allélszam és
az allélgyakorisdgok alapjan szamitott Shannon-index (Shannon’s Information index, Allaby
2004) alapjan értékeltiik. A tablazatban a populaciokat a Shannon-index értékeik alapjan
fafajonként rangsoroltuk, azaz a legmagasabb értékekkel bird, tehat legvaltozatosabb
populaciok keriiltek a rangsorba eldre, mig a legkisebb valtozatossdgot mutatok a sor végére.



A tablazat alapjan jol lathato, hogy a legmagasabb genetikai valtozatossagot a belsé-somogyi
rezg0 és fehér nyar allomanyok, mig a legalacsonyabbat a kis-balatoni fehér nyar allomanyok
mutattak. Utdbbi esetében az alacsony diverzitds érték feltehetleg a kis mintaszdmmal is
Osszefiigg. Az eldzetes varakozast, mely szerint a szilirke nyar populaciok magasabb genetikai
diverzitdssal birnak, a RAPD vizsgalatokkal nem sikeriilt bizonyitani. Ugyanakkor
altalanossagban megallapithatd, hogy a rezgd nyédrak esetében elsdsorban a hegy- és
dombvidéki, mig a fehér nyarak esetében a sikvidéki populaciok genetikai valtozatossaga a
magasabb. Ezen eltérésre a két faj eltérd okologiai igénye adhat magyardzatot. A fehér nyar
melegigényes, hazankban sikvidéki elterjedésti faj, mig a rezgd nyar a humidabb klimat,
ezaltal magyarorszagi viszonylatban els@sorban a hegy- és dombvidéki parasabb, hiivosebb
termdhelyi feltételeket részesiti elényben (Gencsi et Vancsura, 1997)). Azokon a teriileteken
pedig, amelyek dkologiai adottsagaik miatt az adott faj igényeit jobban kielégitik, magasabb
egyedszam, ezaltal erdteljesebb génaramlas feltételezhetd, amely magasabb effektiv
allélszamot, igy magasabb diverzitast eredményez.

Populacié[Egyedszam Atlago:li(z:(s lzlzf:lmkéntl alijlféfle;l;:iil‘rll Shannon-index | Heterozigocia
FhBs 15 1,098 1,235 0,234 0,149
FhDr 30 1,610 1,161 0,212 0,120
FhKe 10 0,976 1,202 0,202 0,127
FhSz 18 0,976 1,189 0,192 0,121
FhMe 12 0,878 1,158 0,176 0,108
FhZs 14 0,976 1,148 0,174 0,104
FhMo 15 0,951 1,129 0,155 0,091
FhBk 16 0,756 1,101 0,124 0,073
FhKs 11 0,683 1,106 0,122 0,073
FhKb 7 0,659 1,104 0,118 0,071
ReBs 14 1,415 1,294 0,284 0,180
ReVi 6 0,976 1,215 0,212 0,134
ReZs 16 1,244 1,182 0,206 0,123
ReKe 15 1,073 1,168 0,180 0,109
ReMe 27 1,195 1,156 0,175 0,104
ReKs 11 0,951 1,158 0,168 0,103
ReBk 18 1,122 1,138 0,161 0,094
ReDr 12 0,829 1,137 0,147 0,090
SzDr 4 0,927 1,214 0,218 0,138
SzMe 6 0,927 1,221 0,216 0,138
SzZs 14 1,122 1,177 0,200 0,120
SzKb 6 0,927 1,178 0,192 0,118
SzKs 4 0,683 1,191 0,174 0,114
SzSz 24 1,049 1,154 0,159 0,097
SzBk 21 0,878 1,123 0,141 0,084
SzKe 10 0,805 1,119 0,136 0,081

2. tablazat: RAPD elemzés soran szamitott genetikai diverzitas értékek (jelmagyarazat: Fh — fehér nyar,
Re — rezgé nyar, Sz — sziirke nyar; Bk — Magas-Bakony, Bs — Bels6-Somogy, Dr — Drava-mente, Kb — Kis-
Balaton, Ke — Keszthelyi-hegység, Ks — Kiils6-Somogy, Me — Mecsek, Mo — Mohacsi-sik, Sz — Szigetkoz,
Vi — Villanyi-hegység, Zs - Zselic)



Az egyes populaciok Nei-féle genetikai tdvolsaga alapjan szerkesztett dendrogram az 1.
abran lathat6. A klaszterek kialakitasakor a Statistica 6.0 szoftver Complete linkage
moddszerét alkalmaztuk, amely az egymastdl legtavolabbi genotipusok Osszevetésén alapszik.
A dendrogram alapjan megallapithatdo, hogy a RAPD vizsgéalatok sordn alkalmazott két
primer alkalmas a két alapfaj egyedeinek elkiilonitésére. Ezt mutatja, hogy a rezgd és fehér
nyar populaciok jelentds kapcsolodasi tdvolsaggal kiilon éagra keriiltek. A szilirke nyér
populacidk elhelyezkedése ugyanakkor mar nagyobb valtozatossagot mutat: a mintazott 8
populacidbodl 5 a fehér nyar, mig 3 a rezgd nyar populéciokkal mutat kézelebbi rokonsagot. A
mintagyiijtések soran sziirke nyar jellegiinek itélt egyedek tobbsége vizsgalt morfologiai
bélyegei (levélalak, levél és hajtas szOrozottsége, kéregmintazat) alapjan a fehér nyarhoz allt
kozelebb, azaz altalunk is megerdsitést nyert az a megéllapitas, hogy a viragzasbiologiai okok
folytan a keletkezett Fl-es sziirke nyarak elsdsorban fehér nyér sziilokkel keresztez6dnek
vissza. Rezg0 jellegli sziirke nyarakat nagyobb szamban a Drava-mentén, Barcs kornyékén,
Kiils6-Somogyban, valamint a Magas-Bakonyban taldltunk. Ez a dendrogramon is
megmutatkozik, ugyanis ezen populaciok szerepelnek a grafikon ,,rezgd agan”.

Az egyes populacidk genetikai tdvolsaga a vartnal nagyobb eltéréseket mutat. Azt a
feltételezésilinket, mely szerint az egyes fajok foldrajzilag egymashoz kozelebb elhelyezkedd
populacidi nagyobb rokonsagi fokot mutatnak, a RAPD vizsgalatokkal nem, illetve csak
részben sikeriilt igazolni. Sok esetben, az egyes tdjegységekben gyiijtott szlirke nyar egyedek
vagy mecseki fehér és sziirke nyar populaciok), illetve ugyancsak feltiind, hogy a bakonyi és
drava-menti, valamint a keszthelyi és mecseki fehér és rezgd nyar allomanyok konzekvensen
kozeli rokonsagot mutatnak.
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1. abra: RAPD vizsgalatok alapjan Complete linkage eljarassal szerkesztett dendrogram (Statistica 6.0)



A GenAlEx 6.1 program segitségével a genetikai tavolsagmatrix alapjan AMOVA
vizsgalatot is végeztink fajonként, a molekuldris variancia mértékének, valamint a
populaciok kozotti €s az egyes populacidkon beliili megoszldsanak meghatarozasara. Az
elemzés eredményeképpen megallapitast nyert, hogy a genetikai variabilitdas f6 forrasa a
populédciokon beliili variabilitas (fehér nyar esetében 91 %, a rezgd nyarak esetében 83 %, a
sziirke nyarak esetében pedig 78%), mig a teljes variabilitishoz a populdciok kozotti
valtozatossag kisebb mértékben (9, 17, illetve 22 %-os aranyban) jarul hozza. A populaciok
kozotti differencialtsag mértéke adott teriileten kapcsolatba hozhaté az adott faj elterjedési
mintazataval. Az egybefliggd, vagy kevésbé tagolt aredval rendelkezd fajok populécidinak
differencialtsaga alacsonyabb, mig a tagolt, széttdredezo elterjedési struktira magasabb
populaciok kozotti differencidltsighoz vezet (Matyas, 2002). A vizsgalat sordn kapott
eredmények ennek megfelelden alakultak, hiszen a Dunantilon a vizsgalatba vont harom faj
koziil a fehér nyar rendelkezik a legnagyobb elterjedési teriilettel, a rezgd nyar elterjedése mar
joval tagoltabb, mig a sziirke nyar — 1évén, hogy elterjedése a hibridizacids zondkra
korlatozodik — a bir a legtoredezettebb aredval.

PCR-RFLP vizsgalatok:

A sejtmagi DNS mellett a nyarak esetében anyai uton 6roklédé kloroplaszt DNS
(cpDNS) vizsgéalata is célunk volt a palydzat keretében. A kloroplasztis markerek
uniparentalis O6roklédésiik és ,,univerzalitasuk” révén kiilonosen alkalmasak egy faj
allomanyainak leszarmazastani, vagy akar kozeli rokon fajok filogenetikai vizsgélataira
(Heinze 2007). Kiilondsen igaz ez a maternalisan 6roklédo plasztisz genomra, mivel a maggal
torténd génaramlas altaldban viszonylag korlatozott, és igy helyi mintdzatok fennmaradasa is
lehetévé valik (Matyas 2002). A cpDNS elemzéséhez PCR-RFLP vizsgalatot hasznaltuk,
melynek Iényege, hogy egy PCR reakcid soran kloroplaszt specifikus primerparokkal
meghatarozott célszekvencidkat szaporitunk fel, majd ezeket restrikcios endonukledzokkal
tovabb hasitjuk. Az igy létrehozott fragmentumok (szekvencidk), a szakirodalom alapjan
(Lexer et al. 2005) alkalmasak az alapfajok elkiilonitésére, valamint a fajon beliili
valtozatossag vizsgalatira. A vizsgalatok soran 4 primer-endonukledaz kombinéciot
alkalmaztunk. Az emésztést kovetd fragmentelvalasztas utan a gélfotok elemzése, valamint a
fragmentmintazatok értékelése a RAPD vizsgalat esetében ismertetettel azonos metddus
szerint tortént. A kiértékelés eredményeképpen kapott diverzitds értékeket a 3. tablazat
tartalmazza.

A téblazatban az egyes populdciokat fajonként a Shannon Index értékeik alapjan
rangsoroltuk. Az adatsorbol kidertil, hogy azon eldzetes feltételezésiink, mely szerint a sziirke
nyar populdciok atlagosan magasabb diverzitds értékekkel birnak, mint az alapfajok
megfeleld6 populacidéi, a PCR-RFLP vizsgalattal sikeriilt igazolnunk. A magasabb
valtozatossag oka természetesen az, hogy a sziirke nyar populacidkban sok esetben vegyesen
fordulnak el fehér és rezgd nyar szarmazast egyedek, igy az alapfaj-specifikus allélek csakis
a sziirke nyarak esetében mutathatnak egyiittes jelenlétet (természetesen egy egyed csakis az
egyik alapfaj fajspecifikus alléljat hordozhatja, 1évén, hogy egy sziilés 6rokldédésii haploid
genomrol van sz06).



Populacié| Egyedszam l()kﬁst;rgl(l)(sénti Ef’fekt,iv Shannon hz/:)el:gg[g){lzgk 'Hz.lploi(.l .
allélszam allélszam Index szdma géndiverzitas
FhKb 7 2,250 2,163 0,608 4 0,347
FhBs 15 2,500 1,979 0,580 7 0,320
FhZs 14 2,250 1,929 0,556 4 0,311
FhDr 31 2,500 1,703 0,544 8 0,291
FhBk 16 2,000 1,826 0,510 4 0,309
FhKe 12 2,250 1,701 0,490 4 0,271
FhSz 18 2,250 1,677 0,486 6 0,284
FhKs 19 2,250 1,659 0,477 7 0,258
FhMe 12 2,000 1,683 0,450 4 0,264
FhMo 15 1,500 1,235 0,250 2 0,160
ReVi 14 1,750 1,574 0,376 5 0,227
ReBk 18 2,000 1,560 0,334 5 0,173
ReMe 27 2,000 1,428 0,333 4 0,188
ReKs 23 2,000 1,399 0,318 5 0,171
ReKe 16 1,500 1,392 0,312 4 0,217
ReDr 12 1,500 1,417 0,257 3 0,156
ReBs 16 1,500 1,171 0,184 3 0,102
ReZs 15 1,250 1,200 0,159 2 0,111
SzBk 21 3,250 2,236 0,889 6 0,507
SzKs 14 3,000 2,173 0,877 8 0,533
SzKe 9 2,750 1,997 0,714 6 0,401
SzBs 7 2,250 1,797 0,627 3 0,398
SzSz 24 3,000 1,923 0,625 6 0,318
SzZs 15 2,500 1,654 0,568 6 0,331
SzDr 4 2,000 1,833 0,520 4 0,313
SzMe 6 2,000 1,850 0,492 4 0,292
SzKb 6 1,750 1,593 0,412 3 0,264

3. tablazat: PCR-RFLP elemzés soran szamitott genetikai diverzitas értékek (Genalex6)

A fehér nyarak esetében a bels6-somogyi allomanyok a RAPD vizsgalatokhoz
hasonléan magas diverzitas értéket mutattak, ugyanakkor a sejtmagi DNS elemzésének
eredményeivel ellentétben, ahol alacsony Shannon Index érték jellemezte, a kis-balatoni
populacié ezen diverzitas érték tekintetében a legnagyobb értéket érte el (megjegyzendo,
hogy a kis-balatoni populacio esetében a magas diverzitas értékeket alacsony egyedszam
mellett kaptuk, amely természetesen torzithatja a valds diverzitast, ezért a késébbi vizsgalatok
soran emelt mintaszdm bevondsat latjuk sziikségesnek). Legkevésbé diverznek a mohécsi
allomanyok bizonyultak, ami feltételezhetden emberi hatdsnak koszonhetd (a mintazott
allomanyok jelentds része mesterséges eredetli volt). A RAPD vizsgélatok soran kapott
diverzitas sorrend a rezgd nyar populaciok esetében is megvaltozott a PCR-RFLP vizsgalat
eredményei alapjan. A legnagyobb Shannon Index értékek a villanyi, bakonyi és a mecseki
allomanyokat jellemezték, mig a legkevésbé diverznek a drava-menti, bels6-somogyi ¢és
zselici allomédnyok bizonyultak. Ugyanakkor megallapithatd, hogy a rezgd nyar populacidok
joval kisebb diverzitdst mutattak a fehér és sziirke nyar populdciokhoz képest. A sziirke
nyarak esetében a legmagasabb Shannon Index értéket a bakonyi és a kiils6-somogyi
populaciok mutattdk, mig legkevésbé diverznek a mecseki és a kis-balatoni alloményok
bizonyultak.



Osszességében megallapithatd, hogy bar a RAPD vizsgalatok esetében kapottol eltérd
sorrendben, de a fehér nyar populéciok koziil itt is a sikvidéki, a rezgd nyérak tekintetében
pedig a domb- ¢s hegyvidéki populaciok mutatnak magasabb genetikai diverzitast. Szintén
feltind a somogyi alloményok magas diverzitéasa.

Az egyes populaciok Nei-féle genetikai tavolsaga alapjan szerkesztett dendrogram a 3.
abran lathato.
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2. abra: PCR-RFLP vizsgalatok alapjan Complete linkage eljarassal szerkesztett dendrogram

A kloroplaszt DNS vizsgalata alapjan megallapithatd, hogy ezen modszer szintén
alkalmas az alapfajok elkiilonitésére. A két csoport genetikai tavolsaga ugyanakkor a RAPD
vizsgalatok alapjdn megallapitotthoz képest joval nagyobb. Ugyancsak eltérésként
jelentkezik, hogy a sejtmagi DNS vizsgalatdval ellentétben a kloroplaszt PCR-RFLP
vizsgalata sordn a rezgd nydrak dgara keriilt a kiils6-somogyi, valamint a mecseki sziirke nyar
populacié. Mindez azt jelenti, hogy ezen populaciokban anyai uton rezgd nyar eredeti sziirke
nyar egyedek vannak tobbségben, mig a RAPD vizsgalatok soran rezgd jellegli sziirke
nyaraknak bizonyult bakonyi, kiils6-somogyi és drava-menti allomanyokat jellemzden anyai
uton fehér nyar szarmazast egyedek alkotjak.

Jellemzd6en a fehér nyarak esetében a foldrajzilag egymashoz kozel fekvo populaciok a
dendrogram alapjdn nem mutatnak szorosabb rokonsigot. Ugyanakkor a sziirke nyar
populacidk tekintetében szorosabb korrelacio fedezhetd fel a genetikai és a foldrajzi tavolsag
kozott. Ezt mutatja a bels6-somogyi €s zselici, valamint a bakonyi és keszthelyi-hegységi
populacidk elhelyezkedése a dendrogramon. A rezgd nyarak esetében is csak részben
érvényesiil a genetikai és a foldrajzi tavolsag kozotti Osszefiiggés. Kiemelhetd ezen faj
esetében is a belsd-somogyi €s a zselici populaciok kisebb genetikai tavolsaga.

A PCR-RFLP vizsgalatok soran 0sszesen 22 haplotipust hataroztunk meg. Ezek koziil 8 az
anyai uton rezg0 eredetii, mig 14 a fehér nyar eredetii egyedekben volt megfigyelhetd. Ezen



haplotipusok egymashoz viszonyitott genetikai tavolsagat Network 4.5 szoftverrel, median-
joining (MJ) network (Bandelt et al. 1999) készitésével értékeltiik, illetve abrazoltuk (3. dbra —
megjegyzés: a sziirke nyar egyedek sziirke szinnel keriiltek dbrazolasra; a kordiagramok
nagysaga az adott haplotipusba tartozo egyedek szamaval ardnyos).
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3. dbra: Az egyes haplotipusok genetika tiavolsaga (Network 4.5)

Mint ahogy az az abran lathato korcikk ardnyokbdl megallapithatd, a sziirke nyar
egyedek jelentOs tobbsége anyai uton fehér nyar eredetet mutat: a vizsgalt 106 sziirke nyar
koziil 86 a fehér, mig 20 a rezgd nyarak haplotipus-csoportjaba tartozik. Az egy populdcion
beliili legmagasabb haplotipus szamot a drava-menti fehér nyar, valamint a kiils6-somogyi
szlirke nyar allomanyok adtak, 8-8 haplotipussal. Annak a magyarazata, hogy mégsem ezen
populécidok mutatjak a legmagasabb diverzitast az eltérd allélgyakorisagban keresendd. Bar
példanak oké&ért a drava-menti fehér nyar populdcidban magasabb atlagos lokuszonkénti
allélszam volt meghatarozhatd, mint a kis-balatoni populacié esetében, az utdbbi csoport
egyedeit joval kiegyenlitettebb allélfrekvencia jellemezte, igy az allélgyakorisdgot is
figyelembe vevd Shannon-index szintén magasabb értéket adott.

Kiilon emlitést érdemel a mintazott szigetkdzi sziirke nyar populécié. Ugyanis ezen
populécid esetében mutattunk ki egyediil egyedi kloroplaszt alléleket (szamszerint harmat),
azaz olyanokat, melyek csak erre a csoportra voltak jellemzdek.

AMOVA szamitassal megvizsgaltuk a cpDNS haplotipusokon alapulé molekularis
variancia mértékét fajonként, valamint annak megoszlasat a populacidkon beliil, illetve azok
kozott. A kapott eredmények nagyfoktl hasonlésagot mutatnak a RAPD vizsgalat alapjan
szamolt AMOVA ¢értékekkel. A molekularis variancia mértéke alapvetéen a populacidkon
beliili diverzitasra vezethetd vissza (fehér nyar esetében 97 %, sziirke nyar esetében 88 %,
rezgd nyar esetében pedig 85 %-ban), mig a teljes valtozatossag kialakitasaban a populaciok



kozotti variancia kisebb részben vesz részt (3, 12 és 15 %). A két alapfaj tekintetében a
sorrend azonos, azaz a fehér nyar mutat alacsonyabb populaciok kozotti differencialtsagot,
ami, mint azt a RAPD vizsgalat esetében ismertetettiik, a Dunantilon a fajra jellemzo
egységesebb elterjedéssel, tagolatlanabb aredval magyarazhat6.

Mikroszatellit vizsgalatok:

Bar a palyazat készitése soran a tervezett vizsgalatok kozott nem szerepelt, két
populacid egyedein mikroszatellit markereket is teszteltiink.

A nagy felbontasu vizsgalatra az elézetes RAPD és PCR-RFLP vizsgalatok soran nagy
diverzitadst mutatd belsd- €s kiilsd-somogyi allomanyokat jeloltiik ki. A vizsgalatokhoz hat
mikroszatellt primert hasznaltunk. A fragmentanalizis soran nyert genotipus eredményeket
GenAlEx 6.1-¢s, valamint Statistica 6.0 szoftverrel értékeltiik, illetve abrazoltuk.

Az SSR vizsgalatok sordn nyert diverzitas értékeket a 4. tablazat tartalmazza. A
feltiintetett adatok alapjan jol lathatd, hogy a RAPD és a PCR-RFLP vizsgalatok vonatkozé
adataihoz képest ezen markerezési eljardssal magasabb 16kuszonkénti atlagos, effektiv és
egyedi allélszam, magasabb Shannon-index, valamint heterozigécia értékeket kaptunk. Ez
természetesen a vizsgalt DNS szakaszokban kimutathatd valtozatossagnak, a vizsgalati
moddszer felbontoképességének, valamint a kodomindns 6roklédési viszonyoknak kdszonhetd.

Populacio | Taxon | Mintaszam lékﬁst;)%]?(sénti eﬁlglesl;tér‘; Shiir(;g)c(m- Eﬁgfecll: Heterozigocial
allélszam szdma
& B RENY 26 7,000 3,218 1,286 3,167 0,593
% g SZNY 6 4,667 3,285 1,249 0,500 0,627
gz FHNY 17 4,500 2,023 0,826 1,000 0,396
& B RENY 20 5,667 3,220 1,266 2,167 0,623
Z 2 | FHNY 19 5,167 2,908 1,042 1,500 0,487
akZ SZNY 13 4,667 2,657 1,031 0,833 0,501

4. tablazat: Belso- és kiils6-somogyi populaciok diverzitas értékei SSR vizsgalat alapjan

A tablazatban populacionként az allélszamot, valamint az allélgyakorisagokat
figyelembe vevdé Shannon-index értékek alapjan rangsoroltuk az egyes taxonokat. Mivel
mindkét szarmazasi hely tekintetében a rezgd nyar populaciok mutattdk a legmagasabb
allélszamot, ezen populdciok adtdk a legmagasabb Shannon-index értékeket is. A mintazott
belsé-somogyi allomany atlagos l6kuszonkénti allélszama kiemelkedd, a sziirke nyéar
populécidval dsszevetve a Shannon-index értékben jelentds kiillonbség nem volt kimutathato,
ami egyes allélek alacsony gyakorisagi értékeivel magyarazhatdo. A magas allélgyakorisagi
értékek kovetkeztében a bels6-somogyi sziitke nyar populdcid mutatja a legmagasabb
heterozigociat (annak ellenére, hogy itt volt legalacsonyabb a mintaszam) ezen markerezési
eljarassal vizsgalt populaciok viszonylatdban. A vizsgéalt fehér nyar populacié mérsékelt
diverzitast mutatott a masik két faj populacidihoz képest.

A Kiils6-Somogyban mintazott populaciok kozott is a rezgd nyar populacid mutatta a
legmagasabb Shannon-index értéket, és mivel ezen populécid esetében joval kiegyenlitettebb
allélgyakorisagok voltak megfigyelhetdek, a megfigyelt heterozigdcia értéke is magas volt. A
kiils6-somogyi fehér nyar populécid esetében a tobbi populaciohoz mérten alacsonyabb
atlagos ¢s effektiv allélszdm volt megfigyelhetd, ugyanakkor, akarcsak a belsé-somogyi
populécional, az allélgyakoridgok joval kiegyenlitettebb voltak. Ennek ko&szonhetéen a
populécid esetében szamolt heterozigdceia érték a tajegységben a masodik legmagasabb volt.

A mikroszatellit vizsgalatnal megfigyelt diverzitds ardnyok az egyes populdciok kozott
a RAPD vizsgalat esetében megfigyeltekkel mutatnak nagyobb egyezdséget. A PCR-RFLP



vizsgalat eredményei ugyanakkor forditottak, azaz mind a belsdé-, mind a kiils6-somogyi
populacidk tekintetében a fehér nyar mutat diverzitdsbeli folényt a rezgd nyarral szemben.
Ennek okanak feltarasdhoz nagyobb vizsgalati mintaszamra, illetve vizsgalati modszerenként
magasabb markerszamra lenne sziikség. Ugyanakkor eldzetesen feltételezhetd, hogy a
somogyi homokhaton a fehér nyar evolucids értelemben kordbban jelent meg, igy az
adaptacios folyamatokban szerepet nem, vagy csak korlatolt mértékben jatsz6 kloroplaszt
DNS-nek tobb id6 allt rendelkezésre mutaciok utjan toérténd diverzifikacidra. A rezgd nyar
feltételezhetden dombvidékekrdl torténd késdbbi betelepedése kisebb kloroplaszt DNS
valtozatossagot eredményezett, az 1) Okologiai feltételekhez torténd folyamatos
alkalmazkodas viszont tajegységi szinten erdsebb sejtmagi DNS diverzifikacidhoz vezetett. A
kornyezd dombvidékekrdl torténd betelepedést tamaszthatja ald az a tény, hogy mind a
RAPD, mind a PCR-RFLP vizsgélatok alapjan szerkesztett dendrogramok kis genetikai
tavolsagot mutatnak a belsd-somogyi és a zselici rezgd nyar populaciok kézott.

A GenAlEx 6.1 program segitségével ellendriztiik a tesztelt SSR markerek
alkalmassagat az egyes taxonok egyedeinek elkiilonitésére. Az allélfrekvencia értékek alapjan
szdmolt negativ logaritmus-valosziniiségeket a program egy grafikonon dbrézolta, amely a 4.
abran lathat6. Az egyes taxonok egyedeinek grafikonon valé elhelyezkedése alapjan
megallapithatd, hogy a tesztelt SSR markerek alkalmasak az alapfajok egyedeinek
elkiilonitésére (a rezgd és a fehér nyar egyedek halmaza hatarozottan elkiilonithetd). A sziirke
nyarak esetében Osszevetettilk a terepi mintagyljtés soran készitett egyedleirasokat a
logaritmus-fliggvény altal mutatott eredményekkel. Az Osszevetés soran megallapitottuk,
hogy a morfologiai bélyegek alapjan tett terepi besorolast (F1 jellegli, rezgd nyar jellegi,
fehér nyar jellegli szlirke nyar) alatamasztja az egyes egyedek grafikonon val6 elhelyezkedése
(a rezgd nyar jellegli egyedek a rezgd nyar alapfaj, a fehér nyar jellegiiek a fehér nyar alapfaj
halmazahoz tartoznak, az F1 jellegliek pedig koztes elhelyezkedést mutatnak), azaz a modszer
alkalmas a visszakeresztez0dott hibrid egyedek eldzetes azonositdsara. A még pontosabb
szétvalasztas érdekében tovabbi markerek bevonasa sziikséges a vizsgalatokba.
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4. abra: Allélfrekvencian alapuldé populicié besorolas grafikus abrazolasa (GenAlEx 6.1)

A fajok kozotti €s a fajokon beliili genetikai valtozatossag mértékét a mikroszatellit
vizsgalatok sordn is ellendriztik a GenAlEx 6.1-es program segitségével. A program a
szamitott genetikai tadvolsdg matrix alapjan adja meg a genetikai variancia forrasanak
mértékét. A belsd- és kiilsé-somogyi allomanyok esetében a hasznalt SSR markerek alapjan
a genetikai variancia ez esetben is donté mértékben a fajokon beliili valtozatossagra (fehér



nyar esetében 94 %, rezgd nyar esetében 99 %, sziirke nyar esetében pedig 97%-ban), kisebb
mértékben a fajok kozotti eltérésre (6, 1 és 3 %) vezethetd vissza.

NOVENYELETTANI VIZSGALATOK
Kiilonb6z6 nyarfafajok szardugvanyai jarulékos gyokérképzodésének élettani vizsgalata

A szardugvanyra alapozott szaporitéanyag termelés kritikus pontja a hajtasdugvanyok
gyoOkeresedése. A gyokérképzddés genetikailag meghatarozott, de szamos kiilonb6z6 tényezd
van ra befolyasold hatassal. A fafajok kozt vannak jol és nehezen gyokereseddk. A nehezen
gyoOkereseddk esetén a gydkereztetés koriilményeinek megfelelé megvalasztasaval ndvelhetd
a jarulékos gyokérképzddés hatékonysaga. A folyamatra legjelentOsebb hatassal egyes
novekedésszabalyoz6 ndovényi hormonok vannak, de befolydsolhatja azt a kimetszett vessz6
hajtason beliili eredeti pozicioja, vastagsaga, a vesszok szénhidrat tartalma, avagy a metszés
idépontja.

A hazankban 6shonos nyar fajok a hazai nyarnemesitésben vagy a gazdasdgosan nem
miivelhetd mezdgazdasagi teriileteken megvalosuld erddtelepitési programokban egyre
nagyobb jelentdségre tesznek szert. Ezen fajok koziil a fehér nyar és a sziirke nyar fas
dugvanyai alacsony aranyban, a fekete nyar dugvanyai megfeleld szazalékban, a rezgd nyar
dugvanyai viszont szinte egyaltalan nem gyokeresednek meg, igy a fas dugvanyrdl torténd
szabadfoldi szaporitds a fekete nyar esetében konnyen kivitelezhetd, a tovabbi harom faj
tekintetében azonban nem.

Az ¢élettani vizsgalatok célja az eltérd gyokeresedési hajlammal rendelkez6 nyar fajok
Osszehasonlitd élettani vizsgdlatdval az volt, hogy megallapitsuk, milyen kiilonbségek
allhatnak a kiilonbség hatterében, és milyen modon befolydsolhatdo az akar negativ, akar
pozitiv irdnyban. Ennek érdekében négy nyar faj hét klonjat vizsgaltuk a fas dugvanyok nem-
struktiralis szénhidrattartalma, az auxin és antiauxin kezelésre adott valaszai, tovabba etilén
szintézist befolyasolo kezelésekre adott valaszai tekintetében a dugvanyok gytijtési iddpontjat
¢s atmérojét is figyelembe véve.

A vizsgalatba bevont fajok és klonjaik: fekete nyar 1 klon, fehér nyar 2 klon, sziirke
nyar 2 klon, és rezgd nyar 2 klon.

A hajtasdugvanyokat az ERTI sarvari csemetekertjében nevelt torzsalanyokrol nyertiik.
Ez alol kivételt a fekete nyar képzett, ennek alanya egy sarvari kifejlett, idds faegyed volt.

A fas dugvanyok gyiijtése a kovetkezOképp tortént. A dugvanyozasra szant vesszoket
téli gyljtés esetén februar-marcius ho folyaman, a nyari gyiijtés esetén augusztus honapban
metszettiik a torzsalanyokrol. A beszallitas utan a vesszoket azonnal feldolgoztuk, télen kb.
20 cm-es egyforma dugvanyokra darabolva, majd az 0sszes darabszamtdl fliggéen maximum
szazasaval kotegelve azokat. A nyari metszésnél a vesszoket 40-50 cm-es darabokra vagtuk
fel és azonnal felhasznaltuk 6ket a vizsgélatokhoz. A télen gytijtott, kdtegelt dugvanyokat
gombadld szeres fertotlenités utan hideg pincében taroltuk nyirkos homokba allitva és a felsd
végeket is nedves homokkal 1-2 cm vastagon beszérva. A dugvanyok felhaszndlasa aprilis
végén, majus elején tortént.

A kisérleteket kétféle bedllitasban végeztiik, egyrészt tiszta vizkultGraban, masrészt
nedves homokagyban. Mindkét esetben a dugvanyok legfelsé egy vagy két riigye ért a
vizszint illetve a homokfelszin folé.

A kezeléseket szintén kétféle modon végeztiik, a dugvanyokat egyrészt a meghatarozott
vegyszert, vegyszereket tartalmaz6 vizes oldatban torténd egynapos aztatdssal, masrészt a
vegyszereket talkumban elkeverve és alaposan homogenizalva a hintéporba torténd tobbszori



beleforgatassal. A dugvanyokat mindkét esetben teljes hosszukban ellepte a vizes oldat,
illetve a hintdpor, az alsé ¢és felsd vagasi felszint is beleértve. A talkumba a dugvanyokat
nedvesen, de cseppfolyds viztdl mentesen tettiik bele, hogy a talkum megtapadjon a mintak
felszinén.

A vizkultaras kisérleteket 20-25°C homérsékleten laboratdoriumban végeztiik, a
homokagyas kisérleteket pedig szabadfoldon, a Szent Istvan Egyetem godolldi botanikus
kertjében folyamatosan ligyelve arra, hogy a homok allandéan nedves legyen.

A kezeléseket kovetéen a hatist harom hét utdn értékeltik a gyokérkezdemények,
novekvo gyokerek darabszadma, illetve az alsd vagaslapon képzodé hegszovet, a kallusz
jelentkezése alapjan a kontrollhoz viszonyitva.

A nem-strukturalis szénhidrat-tartalom meghatarozasat Dubois (1956) altal leirt
moddszer alapjan végeztiik.

A kezeléseket egyes klonok dugvanyainak korlatozott szdma miatt 10-10 dugvannyal
végeztiik el, a kontroll darabok mindenkor vegyszert nem tartalmazo vizes, illetve talkumos
kezelést kaptak.

Eredmények

1. A szénhidrat-tartalom vizsgélat eredményei:
begytijtési 1dd, a kiilonb6z6 klonok kozott mar nem volt annyira jelentds eltérés, a vesszd
eredeti pozicidja, azaz vastagsdga pedig nem befolyésolta az értékeket.

Magasabb keményitd ¢és alacsonyabb cukortartalmat mértiink minden fajnal
augusztusban, mig a télen gyijtott, feldolgozott, és aprilisig tarolt mintakban a koncentracid
értekek épp ellentétesek voltak (a mérési eredményeket az 5. tablazat tartalmazza). A
keményitd tartalom tehat nyartol télig lecsokkent, és ezzel parhuzamosan megnétt az oldhato
cukrok mennyisége. Ez a konverzido mérsékelt ovi fakndl egy jol ismert fiziologiai
megnyilvanuldsa a hideg edzddésnek. A homérsékletcsokkenés indukalta keményitdlebontas
eredményeképp foként szachardz képzdodik, de emellett megfigyelhetd raffindz és sztachioz
is. A konverzid6 mértéke a vizsgalt lengyelorszagi eredetli rezgd nydarndl volt a
legkifejezettebb, mig a legkisebb mértékii az olaszorszagi fehér nyar kloénnal, ami jol
szemlélteti azok eredetét, illetve eltérd, de attelelésiik sikerességét ez esetben Iényegesen nem
befolyasol6 hideg-toleranciajukat.

keményits (mg g’ sz.t.) | oldhato cukor (mg g sz.t.)
faj augusztus marcius augusztus marcius
fekete nyar | 24.5 5.8 25.3 38.5
fehér nyar 21.3 22.1 33.9 45.8
sziirke nyar | 31.6 4.8 25.2 46.7
rezgl nyar | 33.4 3.6 24.8 55.6
5. tablazat: A nyari, illetve téli gyiijtésii dugvanyok keményité és oldhaté cukortartalma (mg g™ sziraz
tomeg)

A gyokeresedés szempontjabol természetesen a konnyebben hozzaférhetd oldott cukrok
magasabb koncentracioja a kedvezébb, ami a téli mintdkban koriilbeliil masfélszeres a nyari
dugvanyokhoz képest, viszont az utobbiak jelentdsen, akar egy nagysagrenddel is magasabb
keményitétartalma az elhtizodd gyokeresedés soran biztosithat hosszabb ideig energia és
szerves anyag utanpotlast. A gyengén gyokeresedd fajokndl ez meghatarozd lehet a
tekintetben, hogy egyéb tdpanyagellatds hidnyadban mennyi ideig maradhat a dugvany a



nyugalmi allapot megszlinte utan élet- és gyokeresedé képes, de rossz gyoOkeresedési
hajlamuk nem ennek a kdvetkezménye, hisz a gyoOkeresedési hajlam tekintetében nem
talaltunk szignifikéns eltérést sem a keményitd, sem az oldhat6é cukorkoncentracioban.

2. Az auxin és antiauxin kezelés hatdsa a gyokeresedésre:

A jarulékos gyokérképzddésre a novényi hormonok koziil legjelentdsebb hatassal az
auxin van. A gyengén gyokeresedd fajokndl egyrészt a természetben is eléforduld
indolecetsav (IES) és egy auxin hatdsu vegyiilet, az indol-3-butirilsav (IBS) hatasat teszteltiik,
mig a jol gyokeresedd fajoknal egy auxin transzportot gatldo vegylilet, a 3,4,5-trijod-
benzoesav  (TIBS) kezelést teszteltik. Vizkultards kisérletben az alkalmazott
hormonkoncentraciok mindhdrom vegytiletnél 10 puM volt, a homokagyas kisérletekhez
talkumban megforgatott mintdkat hasznaltunk, az alkalmazott koncentracio az IES és IBS
esetében 1000 pg g'talkum, a TIBS esetében 500 pg g 'talkum volt.

Az alkalmazott IES és IBS kezelések negativ eredményt hoztak a hajtds dugvanyok
atmérodjétol, vastagsagatol fiiggetleniil, azaz a csekély gyoOkeresedési hajlam oka a fehér és
sziirke nyar esetében nem a hormonkoncentracié kiillonbségekre vezethetd vissza. Ezt
bizonyitja az a megfigyelés is, hogy megfelel korilmények kozott a gyengén gydkeresedd
fajoknal is kialakul az als6 vagési felszinen kallusz, ami szintén auxin fiiggd folyamat. A
kalluszbdl azonban nem indul meg gyokér differencialdédas, a gyokérprimordiumok helyett
csupan a differencidlatlan kallusz novekedik.

A jol gyokeresedd fekete €s fehér nyar esetében hormonkezelés nélkiil is igen stirlin
képzddtek a dugvanyok teljes hosszdban gyokérkezdemény dudorok (kb. 1.5-2 cm-enként 10
db), még a felsé vagasi felszin kdzelében is, legtobbnyire a lenticellak helyén, melyekbdl
szinte 100 %-ban kifejlédtek a gyokerek.

Ugyanakkor az auxin transzport gatldo TIBS kezeléssel a gyokérképzddést és a
gyokérnovekedést is jelentds mértékben gatolni lehetett az utobbi két fajnal a dugvanyok
atmérdjétdl fliggetleniil. A kezelt dugvanyokon a fejlddésnek indult gyokérkezdemények
szdma (63%) ¢és a fejlodé gyokerek mérete is (46%) elmaradt a kezeletlen kontroll
dugvanyokéhoz képest. Ez az eredmény szintén azt tamasztja ald, hogy a gyengén
gyokeresedd fajok gyokeresedési hajlama (a jol gydkeresedd fajokhoz viszonyitva a
gyokérképzddés mértéke csupan 8-14% koriili volt) nem az auxin mennyiségével fligg Ossze,
hanem vagy a dugvanyok szoveteinek auxin érzékenységével, vagy egyéb mas hormonalis
kiilonbséggel.

3. A leveles dugvanyok gyokeresedése:

A nyaron gyujtott, leveles fehér, sziirke €és rezgdnyar dugvanyok gydkeresedésével
kapcsolatosan egyrészt a IES, IBS kezelés hatasat vizsgaltuk, tovabba azt is, hogy a 1.2 — 1.5
m hosszu levagott vesszoket 3 egyenld (40-50 cm-es) részre felosztva a hajtasdugvany eredeti
pozicidja és atmérdje milyen hatdssal van a gyokeresedésre.

A gylijtést megelézd i1dészak kedvezodtlen csapadékviszonyai miatt szarazsag-
stressznek kitett dugvanyalanyok levagott vesszdirdl a levelek — a kizardlag tapoldatos
elhelyezés €s a biztositott magas relativ 1égnedvesség-tartalom ellenére is — rovid idon beliil
lehullottak, igy ebben a kisérletsorozatban a levelek jelenlétének befolyasold hatdsat (mint
auxin €s szénhidrat forrasok) nem tudtuk megvizsgalni.

Hat hét alatt gyokeresedést — a télvégi dugvanyokhoz hasonléan — most is csak a jol
gyokeresedd két fehér nyar klonnal figyeltiink meg, és a levél honalji riigyek is csupéan
ezeknél a vesszOknél hajtottak ki. Hegszovet minden fajnal gyengében fejlodott ki, és foként
csak talpgyokerek képzddtek és ndovekedtek. A lenticelldk helyén nagyon gyenge volt a
jarulékos gyokérképzodés. Ez a kiilonbség a tavaszi gyokereztetéshez képest a leveles



allapotban gytijtott vesszOk eltéré hormontartalméaval és hormoneloszlasaval, tovabba a
szénhidrattartalomban megfigyelt kiilonbségekkel allhat 6sszefiiggésben.

Egy hajtason beliil az als6 harmadbol szdrmazd vesszok gyokeresedése nem volt
lényegesen jobb, mint a felsd kétharmadbdl szdrmazoké, a gyokeresedési erély azonban
Iényegesen elmaradt — feltehetden foképpen a kedvezdtlen nyari szdrazsdg miatt a télvégi
gyljtésli és tavasszal eldugvanyozott vesszokéhez képest. Az adventiv gyokerek
képzddéséhez egyrészt hosszabb idére volt sziikség, masrészt darabszdmra is kevesebb
fejlodott.

4. Az etilén hatasa a jarulékos gyokérképzodésre:

Az auxinok mellett — tobb tanulmany egybehangzé eredménye alapjan — az etilénnek
mint gaz halmazdllapoti ndvényi hormonnak van jelentds hatdsa a jarulékos
gyokérképzodésre, ami elarasztott novényeknél jelentkezik legszembetiindbben a kialakuld
hipoxia, illetve anoxia miatt indukalodo etilénszintézis hatasara. Etilén-inszenzitiv ndvények
esetében példaul ugyanugy hatastalannak bizonyult az auxin vagy auxin-homolog kezelés a
jarulékos gyokérképzddés serkentésében, mint a gyengén gyokeresedd nyarfajok esetében,
tovabba olyan esetekben is, amikor az auxin kezelés mellett az etilén szintézisét gatld kezelést
is alkalmaztak. Az etilénszintézisét serkentd vegyiiletekkel ugyanakkor az auxinra érzéketlen
novényeknél is fokozni lehetett a jarulékos gyokérképzdodést.

Kisérletesen az etilén szint megvaltoztatdsa az etilénszintézis prekurzorainak
koncentracio novelésével lehetséges. Erre a célra leggyakrabban az S-(5'-adenozil)-L-
metionin kloridot (ACC) alkalmazzak.

Télvégén gylijtott szabvanyos hajtasdugvanyokkal a kovetkezd kezeléseket allitottuk
be: két jol gyokeresedd fehérnyar, €és egy sziirkenyar fajtanal auxin transzportot gatlo 3.,4,5-
trijod-benzoesav (TIBS) kezelést, tovabba két rezgdnyar és egy tovabbi sziirkenyar fajtanal
auxin-homolég indol-butirilsav (IBS), etilén szintézist serkentd S-(5'-adenozil)-L-metionin
klorid (ACC), és egy kombinalt, IBS+ACC kezelést. Valamennyi esetben talkumos kezelést
alkalmaztunk a kovetkezd vegyszerkoncentraciokkal: 1000 pg IBS g'talkum, 500 pg TIBS g
'talkum, valamint 50 ug ACC g'talkum.

A gyengén gyokeresedd fajoknal az alkalmazott etilén szintézist fokozo kezelés
hatasara egyes dugvanyoknal 40-45 %-ban megnétt a gyokérprimordiumok szama, és ezt
kovetden a gyokérndvekedés is, ami az IBS kezelés mellett kifejezettebb volt, atlagosan
tovabbi 10-15 %-os novekedést eredményezve, a jol gyokeresedd fajokndl kordbban
megfigyelt auxin kezeléshez hasonloan. Szintén a megel6z6 vizsgalatokkal Osszhangban,
onmagaban az IBS kezelés most sem volt hatasos a sziirke és rezgd nyar dugvanyokra.

A kezelések kiértékelését, az eredmények igazoldsat azonban nagymértékben
nehezitette, hogy kezelésenként jelentds eltérés mutatkozott az egyes dugvanyok kozott. Ugy
véljiik, ennek oka az alkalmazott kezelési moddszerbdl adddott, mely nem tint kelléen
megbizhatonak a rendkiviil alacsony ACC koncentracioérték miatt (relative nagy mennyiségii
talkumban igen kis mennyiségii ACC-t kellett elkeverni €s homogenizalni).

Az eredmények alapjan viszont biztonsadggal megallapithato, hogy a nyar fajok kozotti
gyokeresedési hajlam kiilonbsége az eltéro etilén szintre vezethetd vissza.

A mezdgazdasagi gyakorlatban szintén alkalmazzdk az etilénszintézis fokozasat
érésszabalyoz6 hatasa miatt. A kereskedelemben erre a célra kaphato vegyszer az Ethrel
(Bayer CropScience SA, Franciaorszag), mely oldat formdjaban tartalmazza a hatéanyagot
(40 % etafon). Téapoldatos kisérletben ennek a szernek a hatasat is teszteltiik, de
elétanulményok hijan sem a megfeleldé koncentraciéra, sem a kezelés iddtartamara
vonatkozon nem allt rendelkezésiinkre adat. Ennek megfelelden az egyéb hatdsok kivaltasara
javasolt kozepes koncentraciohoz (10ml 1) igazitva készitettiink koncentracié sorozatot (1, 5
¢s 10 ml 1), amiben a szokott médon egy napot 4zattuk a dugvanyokat, majd vizkulturaban



tartottuk a dugvanyokat. Azonban a legkisebb koncentracié esetében is par napon belil a
riigyek pusztulasa, elszaradadsa és levalasa kovetkezett be. Ennek megfeleléen a megfeleld
koncentraci6 megallapitasa, és a gyakorlatban is alkalmazhato, a gyokeresedést hatékonyan
eldsegitd eljaras kidolgozasa — példaul a fertdtlenitd szeres 4ztatassal egybekotott kezelés —
tovabbi vizsgalatok elvégzését igényli.

A RESZTVEVO KUTATOK SZEMELYEBEN BEALLT VALTOZASOK

Cseke Klara tudomanyos segédmunkatars 2005-ben a palyézat irdsakor még mint PhD
hallgatd szerepelt a kutatasban résztvevok kozott. 2006 soran ugyanakkor az Erdészeti
Tudomanyos Intézet alkalmazottja lett, igy az Intézet alkalmazasédban 1évé kutatoként vett
részt a palydzati munkaban. Ezen véltozas az elzetesen tervezett kutatasi feladatok elvégzése
tekintetében eldnyt jelentett az Intézet szamara.

KOLTSEGTERVTOL VALO ELTERES INDOLKASA

A palyézat irasakor a terepi munkalatok soran évente 125 mintafa kijelolését terveztiik,
melyre kutatdsi évenként 4 hetes terepi iddszakot lattunk sziikségesnek. A terepi
mintagytjtések hatékonysaga ugyanakkor indokolttd tette a mintagytijtésekkel kapcsolatos
koltségek (széllaskoltség, gépkocsifutas, napidij) ardnyos csokkentését, valamint a
megndvekedett mintaszdm végett a laboratoriumi koltségek emelését (készletbeszerzés),
néhany kisebb értékii, a vizsgalatok hatékonysagat noveld eszkdz (pl.: minicentrifuga,
digitalis pipetta, 8 soros pipetta), illetve szoftver (Kodak 1D képelemzd szofver) beszerzését,
illetve a palydzati munka hatékonysagat eldsegité rovid kilfoldi tanulményaton valo
részvételt. A koltségevetési modositasi kérelmeket az OTKA Iroda irasban jovahagyta.

A végrehajtott koltségvetési modositasok hozzajarultak a tervezett molekularis genetikai
munkalatok gyorsabb elvégzéséhez.

PUBLIKACIOS TEVEKENYSEG

A palyazati munka soran végzett kutatasrol ez idaig két publikacioban (a XIII. és XV.
Novénynemesitési Tudoméanyos napokon egy poszter és egy eldadas keretében) adtuk szamot.
A palyazat lezarultaval a rendelkezésiinkre all6 eredményekrdl ezeken feliil tovabbi legalabb
négy irdsos publikdcid megjelentetését tervezziik 2010 és 2011 soran. Koziilikk egyet az
Erdészeti Kutatasokban magyarul, harmat pedig angol nyelven a kovetkezd folyoiratokban:
Acta Silvatica, Silvae Genetica (J.D. Sauerldnder‘s Verlag), Journal of Biogeography
(Blackwell Publishing).
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