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A hazai bokolo zsalya (Salvia nutans 1.) populaciok konzervaciogenetikai
osszehasonlitasa erdélyi és oroszorszagi populaciokkal

Sramko Gabor — Laczko Levente

Abstract

Conservation genetic analysis of Transylvanian and Russian Nodding Sage (Salvia nutans L.)
populations in comparison with the relict Hungarian populations: Nodding Sage (Salvia nutans)
reaches the westernmost boundary of its distribution in Hungary (Fig. 1), where only two populations
have survived. Whereas it was formerly a more widespread species in the Pannonian basin with
occurrences in three landscape-regions (the Danube-Tisza Interfluve, southern Tisza Plain and
Vojvodina in Serbia), it now has only two remaining natural populations surviving in the Kérds-Maros
National Park Directorate: one at settlement “Kondoros”, another on the ancient earthwork
“Tatarsanc”. The peculiar biogeographic position and the uniqueness of the species in Hungary have
given this plant one of the highest conservation values in the country, with strict protection by the
state. Therefore a great deal of effort is made to conserve this species in Hungary. In the light of these
efforts, we try to answer the following conservation genetic questions in relation to the natural
populations of Nodding Sage in Hungary (1) what are the main conservation genetic characteristics
of the Hungarian populations, and (2) how do they relate to the more eastern populations of the same
species.

In order to gain a population genetic insight into the characteristics of Nodding Sage populations, we
tried to transfer microsatellite (SSR) loci developed for Salvia officinalis ((Molecular Ecology
Resources Primer Development et al., 2010; RADOSAVLIEVIC et al., 2011; RADOSAVLIEVIC et al.,
2012). Of 20 potential loci, only six could be specifically amplified in Polymerase Chain Reaction
(PCR) in our target species. These were labelled with fluorescence tails and used in PCRs, then the
resulting products were run on a Genetic Analyser for fragment separation. We genotyped five
populations of Salvia nutans for the specifically amplifiable SSR loci: the two Hungarian ones, two
from the neighbouring area in Transylvania (central Romania), and one from Western Russia (see Fig.
D).

Our results show a surprisingly high genetic diversity of the Hungarian populations (Table 3),
moderate genetic differentiation between the studied populations (mean Fst=0.06, see also Table 5),
and low levels of inbreeding (Table 4). This last phenomenon might be explained by the highly
specialised pollination syndrome of the genus Sa/via, which tries to maximise outcrossing. The
analysis of the effect of past population bottleneck events can only be shown for the Hungarian
populations (Table 7). Regardless of this finding, it seems that the Hungarian populations still harbour
substantial genetic diversity that may help conservation efforts, although unbiased Nei’s genetic
distance between these populations is zero.

Since the seminal works of Rezsé S00 (e.g., SO0 1931), Hungarian botany treats such westernmost
occurrences of steppe plants as relicts of a postglacial hot and dry period believed to be western
outposts of the more easterly area. If this supposition holds, we expect our Nodding Sage populations
to be marginal and we hypothesise that they will be genetically highly differentiated and genetically
depauperate (in terms of genetic diversity). In the light of our population genetics results from the
westernmost part of the area, such a pattern is not evident. This raises the possibility that the western
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part of the area might not be the periphery of the distribution in historical aspect as expected from the
“central-marginal” hypothesis (see PIRONON et al., 2015). However, clearly more populations and
more loci are needed to explicitly test this preliminary phylogeographic finding.

Although we were only able to specifically amplify a low number of loci in Salvia nutans, some
explicit recommendations can be given for nature conservation in Hungary regarding the Hungarian
populations of Nodding Sage. The apparent lack of genetic distance between the populations makes
it possible to use both remaining populations as sources for establishing new, mixed populations, as
we cannot expect “outbreeding depression”. Also, for such conservation management actions, there
is still significant genetic diversity in the Hungarian populations. Finally, the relatively high genetic
differentiation between the Hungarian and Transylvanian populations suggests that Transylvanian
genetic material should not be used in any future conservation work in Hungary.

Keywords: “central-marginal” hypothesis, conservation genetics, conservation management,
microsatellites, Pannonian Plain, steppe relict, transfer of microsatellites

Kulesszavak: ,kozpont-perem” hipotézis, konzervaciogenetika, természetvédelmi kezelés,
mikroszatellitek, Pannon-alfold, sztyeppei reliktum, mikroszatellitek atvitele

Bevezetés

A bokold zsalya (Salvia nutans L.) hazank fokozottan védett sztyeppreliktuma, mely
napjainkra mar csak két 6shonos allomanyban lelhetd fel, és mindketté a Koros-Maros Nemzeti Park
Igazgatdsag miikodési teriiletére esik (JAKAB 2012). A fajnak szamos torténeti adata van a Kérpat-
medencébdl (SO0 1942), amely arrél tanuskodik, hogy a Pannon-alfoldon egykor el6fordult a Dél-
Tiszantal, a Duna-Tisza-koze és a Vajdasdg szamos pontjan. Vajdasagi allomanyai — a szerb
szakirodalom alapjan (JOVANOVIC — LAKUSIC 2006: 72.) — kipusztultak, de Erdélyben, els6sorban az
Erdélyi-medencében, még szamos lel6helyen eldfordul (SO0 1942; RUPRECHT et al. 2009). A bokold
zsalya hazanktol nyugatra nem fordul eld, keletre pedig a Dél-Uralig huzddik areaja, de Kazahsztan
florajaban mar nincs jelen (1. abra).

Mivel a hazai, még 1étez6 elofordulasok a faj legnyugatibb el6fordulasai, igy nagy
természetvédelmi jelentségiik van (JAKAB — SALLAINE KApocst 2005) — ezek ugyanis ennek a
pontuszi elterjedési sulyponti fajnak a reliktum allomanyai, amint azt SO0 (1931) éllasfoglalasa
alapjan feltételezziik. Raadasul az utolsd két dshonos populaciéo Kondoroson és Tatarsancon van, igaz,
a Koros-Maros Nemzeti Park Igazgatdsag tovabbi két védett teriiletre is telepitette a fajt (JAKAB 2012).
Mindezen koriilmények egyértelmiien kiemelt hazai természetvédelmi jelent6séget tulajdonitanak a
fajnak, igy joggal meriil fel, hogy fennmaradt populacidit konzervaciogenetikai szempontbdl
jellemezziik. A konzervaciogenetika (,,conservation genetics”) a bioldgia azon, alkalmazott aga,
amely evolucios szemléletii molekularis genetikai modszereket hasznal a biodiverzitas [monitorozasa
és] megodrzése céljabol (FRANKHAM et al. 2004). Ennek a munkanak fontos része a ,kipusztulas
kockazatanak csokkentése a Dbeltenyésztés ¢és genetikai elszegényedés azonositasaval,
megakadalyozasaval” (FRANKHAM et al. 2004: 7). A molekuléris 6kologiai gyakorlatban manapsag
nem jelent problémat nem-modell szervezetek populdcidgenetikai jellemzdinek megallapitasa, és egy
megfelelden felszerelt laborban ezek a vizsgalatok rutinszeriien kivitelezhetok.
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1. abra A bokolo zsalya (Salvia nutans) elterjedési teriilete a mintazott populaciok helyzetével és
nevével. A Pannon-alfold és a bulgdriai area déli foltjai az egykori eléfordulasok alapjan
extrapolaltak, mert itt a faj gyakorlatilag kiveszett. Az abrat sajat irodalmi kutatas alapjan
allitottuk Ossze.

Figure 1. Reconstructed distribution area of nodding sage (Salvia nutans) with the location of the
sampled populations. The extent of area is an extrapolation of historical occurrences in the
Pannonian Plain and the southern Bulgarian part of the area, where the species is virtually extinct.
The figure is original and based on literature survey.

Napjaink konzervaciogenetikai gyakorlatanak leggyakrabban alkalmazott technikdja a
mikroszatellit-alapi genotipizalas (ALLENDORF et al. 2013; FRANKHAM et al. 2004), noha a genomi
1éptékii elemzések is egyre nagyobb teret hoditanak. A mikroszatellitek (méas néven SSR-ek) olyan
ismétlddé DNS-szakaszok, melyek 1-4(—6) bazis tandem (azaz egymas utan kovetkezd)
ismétlédésébdl allnak (pl. CCCCCCC, vagy ACACACACACAC, vagy GCGGCGGCGGCQ, stb. —
a fenti szakaszok roviditve: (C)7, (AC)6, (GCG)5) és az eltérd valtozatok (allélek) az ismétlodo
motivumok eltérd szamabol vezethetdk le. A mikroszatelliteket koriilvevo régid, angol neve ,,flanking
region”, nagy jelentdségii, mert ide tervezhetk azok a DNS-primerek, amelyekkel ezen régiok célzott
felszaporitasa megtorténhet PCR-ben (polimerdz lanc-reakciéban). Az SSR régioknak tobb olyan
tulajdonsaga van, melyek egyiittesen idedlissa teszik Oket a kiillonbozé populdcidk genetikai
variabilitasanak becslésére. Ezek: (1) nagy mennyiségben és elszortan talalhatok meg mind a
sejtmagi, mind pedig a plasztidialis genomban — roppant ritkdk a mitokondrialis genomban; (2)
molekularis evolicidjuk neutralisnak tekinthetd, mivel nem kodolo régiokban fordulnak eld, azaz a
szelekcid nem, vagy legfeljebb roppant csekély mértékben hat rajuk; (3) ismétl6do szerkezetiikbol
kifolyolag jelent6sen ki vannak téve véletlen mutacionak, azaz mutacios ratajuk roppant magas, ezért
nagyon valtozatosak; (4) kodominans markerek, azaz vizsgalatukkal adott egyed genomjaban
meg0rzott mindkét szekvencia-valtozat megismerhetd. Ugyanakkor a mikroszatellitek, egyik — ha
nem a legnagyobb — hatranya, hogy legtobbszoér csak abban a fajban miikodnek, amiben
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kifejlesztették, azaz szaporithatok fel PCR-ben. Ugyan lehetséges atviteliik kozelrokon fajokra, de
ahogy noévekszik a rokonsagon belilli tavolsag, gy csokken a sikeresen (azaz specifikusan)
felszaporithatdo SSR 16kuszok szama.

A mikroszatellitek elemzése soran az ismétlddések szama alapjan képezziik az allélokat ugy,
hogy adott hosszlisagli szakaszt tekintiink egy-egy allélnak. Magat a szakasz hosszat ugy allapitjuk
meg, hogy vagy nagy felbontasti gélen futtatjuk és egy molekularis méret-sztenderdhez, az un.
létrahoz hasonlitva megadjuk a hosszukat, vagy pedig fluoreszcensen jelolt termékeket genetikai
analizatoron futtatunk, ahol a szoftver hasonlitja 6ssze a jelet a méretet mutaté molekularis létraval —
mivel utobbi joval pontosabb genotipizalast tesz lehetévé, ezért napjainkban ennek a hasznalata valt
altalanossa.

Tekintettel arra, hogy a hazai bokold zsalya allomanyok roppant izolaltak, joggal
feltételezhetjiik, hogy populacidgenetikai jellemzdi erds beltenyésztettséget és alacsony genetikai
diverzitast mutatnak. A beltenyésztéses leromlas a természetvédelmi szempontbol veszélyeztetett
allomanyok egyik leggyakoribb fenyegetd tényezdéje; a beltenyésztés fokozasaval egyre inkabb
vesznek el a populaciobol a ritka allélek, novekszik a homozigétak aranya, és ezzel lecsdkken a
populacié alkalmazkodd képessége, ami egyéb emberi beavatkozas nélkiil is fokozza a kihalas
kockézatat. Az egyik szélsOséges példat a hazai florabol a tatogd kokorcsin (Pulsatilla patens)
mutatja; ennél a fajnal azt figyelték meg, hogy a teljes eurdpai aredjan szélsdségesen lecsokkent a
genetikai diverzitas és megnovekedett a beltenyésztettség (SZCZECINSKA et al. 2016), ami dngerjesztd
Osszeomlasahoz. De az is fontos kérdés, hogy a két fennmaradt allomany kozott mekkora a genetikai
tavolsag, és dsszekeverhetdek-e (pl. egy telepitési projekt keretében) az un. ,,outbreeding depression”
(nincs hivatalos magyar forditasa, javasoljuk a ,,vérfrissitési leromlas” kifejezés hasznalatat) veszélye
nélkiil. Ez utobbi a legkomolyabb probléma, amikor természetvédelmi céllal kevernek Ossze
populdcidokat (FRANKHAM et al. 2017): ha a vérfrissitésben szerepld anyapopulacidk tulzottan
elkiiloniiltek egymastol, akkor a beltenyésztettségi leromlashoz hasonl6 reprodukcids 0sszeroppands
fordulhat elé az Osszekevert populaciokban. Ezért a nagyon tavoli populdcidk Osszekeverése a
természetvédelmi gyakorlatban nem ajanlott; igaz, az 6sszeroppands utan a keverékpopulaciokban a
reprodukcios rata sokszor visszaall az anyapopulaciok szintjére.

A fent részletezett konzervacidgenetikai megfontolasok miatt a Kérés-Maros Nemzeti Park
Igazgatdsag felkérésére és tamogatasaval mikroszatellitekre alapozott természetvédelmi genetikai
vizsgalatokat végeztiink a hazai 6shonos bokold zsalya populacidkban. Annak megitélésére, hogy a
hazai, kicsiny populaciok kis méretiik ellenére fontos genetikai anyag O6rz6i, vagy hasonléan nagy
(esetleg nagyobb) genetikai diverzitast tapasztalunk a tdliink keletebbre 1év6 allomanyok esetében is,
Osszehasonlitdé mintakat is gyijtottiink Erdélybol és egy oroszorszagi allomanybol. F6 kérdéseink
voltak, hogy (1) mik a hazai allomanyok fobb konzervacidgenetikai jellemzbi, és (2)
populdcidgenetikai értelemben hogyan viszonyulnak a hazai allomanyok a téliink keletebbre
1évékhoz.

Anyag és modszer
A vizsgalatokba bevont populaciék
A Kords-Maros Nemzeti Park szakmai koordinacidja mellett mind a kondorosi, mind a
tatarsanci bokolo zsalya allomanybdl 14-14 egyed genetikai mintazasa tortént meg 2014. majus 21-

én. Ekkor a hazai allomanyok térben is reprezentativ mintazasa tortént meg. Csupan genetikai
mintavétel zajlott, amely soran egy-egy egyed esetében 2—4 cm?-es levéldarab keriilt eltivolitasra.
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Jelen mintazasnal kifejezetten a hazai bokolod zsalya allomanyra koncentraltunk, igy hibridgyanus
egyedeket nem mintaztunk a genetikai vizsgalatokhoz. Mivel a mintazas a természetvédelmi kezeld
jelenlétében, természetvédelmi teriileten zajlott, természetvédelmi kezelés céljabdl, igy az nem volt
engedélykoteles (lasd: TvT [LIII/1996 38.§ (1)]).

A kiilfoldi 6sszehasonlitd anyagot részben az area kozeli pontjarol, Erdélybdl (a kalotaszegi
Zsobokrol és a mezdségi Magyarkalyan mell6l), részben pedig egy tavolabbi pontrél, a Ny-
oroszorszagi Krasnoe telepiilése (Voronyezs megye, Novohopjorszk jaras) melldl gyiijtottiik (1. abra),
a fentiekben leirtaknak megfelelden. Ezekben az orszagokban a bokold zsalya nem védett, igy a
gyijtéshez engedélyre sem volt sziikséglink. A mintazasnal torekedtiink ra, hogy a magyar
allomanyokhoz hasonld egyedszamu és kiterjedésii allomanyokat mintazzunk (1. tablazat).

1. tablazat A jelen vizsgalatban felhasznalt mintak egyes jellemz6i. A mintaszamok és
allomanyméretek esetében egyedszamok szerepelnek.

Table 1. Sampled populations used in the present study. Sample and population size is given in
number of specimens.

Populacio Mintaszam Eszak (°) Kelet (°) Becsiilt Allomanyméret
Population Sample size North (°) East (°) Population size assessment
Kondoros 14 46.767596 20.765834 150-200
Tatarsanc 14 46.509817 20.779134 100-130
Zsobok 14 46.88296 23.10823 200400
Magyarkalyan 12 46.76526 23.90693 100-200
Krasnoe 14 51.15092 41.43984 300-500

Genomialis DNS-Kkivonas

A teljes genomialis DNS-kivonast (gDNS) a laborunkban alkalmazott sztenderd modon,
modositott CTAB-protokoll segitségével végeztiik el (leirasat lasd SRAMKO et al. 2014). Roviden: kb.
10 mg-nyi szaritott ndvényi szovetet (alt. levél darabkat) dorzsoltink el kvarchomokkal és
vizoldhatatlan PVP-vel (PVPP-vel) folyékony nitrogén alatt. A lisztfinomsagtra poritott keveréket
800 pl 2%-os CTAB-oldatba vettiik fel, amihez elézetesen 3% (vizoldékony) PVP-t és 0,2% [-
merkapto-etanolt adtunk. Ezt a szuszpenziot legalabb egy orat inkubaltuk 65°C-on, majd réviden
lecentrifugaltuk (14 000 rpm, 3 perc). A feliiluszohoz egy térfogatnyi kloroflorm:izo-amil-alkohol
(24:1) keveréket adtunk, majd forgd keverében 10 percig kevertiik. Ezt egy hosszabb centrifugalas
(14 000 rpm, 5 perc) kovetett, melyet kovetden a fehérjéket tartalmazo kloroformos részrél atszivtuk
a gDNS-t tartalmaz¢ feliiliszot 4j eppendorf-csévekbe. Ezt a 1épést még egyszer megismételtiik, majd
az immar fehérjéktdl megtisztitott feliiluszohoz egy térfogatnyi izo-propanolt €s 0,08 térfogatnyi
ammonium-acetatot (7 M) adtunk, és az elegyet egész éjjelen at -20°C-on tartottuk. Masnap a
csovekben kicsapodott gDNS-t hosszu centrifugalassal (14 000 rpm, 12 perc) pellettizaltuk, majd
ezeket kétszer 400 pl -20°C-os 70%-os etanollal mostuk. Végiil a mosofolyadékot elontve a
pelletteket szobahémérsékleten szaritottuk, és 100 pl TRIS-bufferben (0,1 M) vettiik fel.

Mikroszatellit régiok tesztelése és genotipizalasa
A mikroszatellitek univerzalis alkalmazasanak egyik legnagyobb gatja, hogy altaldban faj-
specifikusak, és csak ritkdn vagy alacsony sikerességgel vihet6k at mas fajra. Ugyanakkor de novo

fejlesztésiik (1asd pl. MALKOCS et al. 2020) roppant koltség- és idéigényes. Mivel a Salvia génusz
nem tul tavoli rokon fajaban, a nagy orvosi jelentdségii Salvia officinalis L. fajban horvat kutatok
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szamos primerpart terveztek (Molecular Ecology Resources Primer Development et al., 2010;
RADOSAVLIEVIC et al., 2011; RADOSAVLIEVIC et al., 2012), ezért megprobaltuk ezek atvitelét a mi
fajunkra. Osszesen 20 primerpart gyartattunk eredetileg le, melyeket PCR-ben probaltunk
felszaporitani. A PCR-rezsim az Ivan Radosavljevi¢ altal (ex verb.) javasolt PCR-rezsimet kovette (2.
abra). A PCR-keverék, ami a DNS kopiak felsokszorozasahoz sziikséges komponenseket tartalmazza,
viszont a laborunkban altalanosan alkalmazott, mikroszatelliteknél hasznalt keveréknek felelt meg.
Ennek 6sszetétele (a végkoncentraciok feltiintetésével): 10x RP (2x), 2 mM dNTP (0,2 mM), 25mM
MgClz (1 mM), 20 mg/ml BSA (1mg/ml), 10 pM primer (0.1 pM), 5U Taq (0,02 U), templat DNS
(10 ng/ul).

72°C
14:00

18°C

*.0.5°/ciklus

2. abra A Salvia mikroszatellit régiok PCR felszaporitasahoz hasznalt rezsim.
Figure 2. PCR regime for the amplification of Sa/via microsatellites.

Az elbzetes tesztelések alapjan hat 10kusz tlint specifikusan felszaporithatonak célfajunkban
(ezek: SoUZ005, SoUZ003, SoUZ008, SoUZ009, SoUZ014, SoUZ006), melyeket legyartattuk
fluoreszcens jeloléssel is. Ezekkel végeztiik el a mikroszatellitek PCR-ben torténd felszaporitasat, és
a fluoreszcens termékeket a Magyar Természettudomanyi Muzeum DNS-laborjaban ABI 3000 tipusa
genetikai analizatoron futtattuk meg. A termékek méreteit és alléljait a PeakScanner 1.0 program
segitségével hataroztuk meg.

Sajnos a SoUZ006 10kusz szamos esetben nem tudtunk leolvasni allélnagysagot, igy ezt a
1okuszt ki kellett hagynunk a tovabbi vizsgalatokbol a tul sok hianyzo6 adat miatt. Ugyanakkor a tobbi
l6kuszt sikeresen tudtuk genotipizalni, igaz az SoUZ005-0s 10kusz — az elGzetes agar6z
gélelektroforézis eredményei ellenére — monomorfnak bizonyult. A maradék, specifikus
mikroszatellit régio valtozatos allélosszetétele alapjan aztdn, kiilonbdz6 populdcidgenetikai
vizsgalatokat futtattunk le, melyekbdl képet kaphatunk a hazai Salvia nutans populaciok helyzetérdl.

Populiciogenetikai elemzések

A Hardy-Weinberg egyensuly (HWE) tesztelése és null allélek (azaz a PCR-ezés soran
véletlenszeriien fel nem szaporitott allélek) jelenlétének tesztelése a Micro-Checker v.2.2.3 (VAN
OOSTERHOUT et al. 2004) szoftverrel tortént, alapbedllitasokkal. Az alapvetd populdcidgenetikai
adatok (genetikai diverzitas, stb.) leolvasasa a GenAlEx v.6.5 (PEAKALL — SMOUSE 2012) szoftverrel
tortént. A populaciok kozti genetikai tavolsag (Nei-féle genetikai tavolsag) kiszamitasa, valamint a
genetikai differenciacid6 (WEIR — COCKERHAM 1984) mérése az MSA v.4.05 (DIERINGER —
SCHLOTTERER 2003) szoftverrel tortént a szignifikanciat 10 000 permuticid utan tesztelve. A
populaciok beltenyésztettségének mértékét (Fis) az FSTAT v.2.9.3.2 (GOUDET 2001) szoftverrel
allapitottuk meg, mig a populéacios palacknyak-hatas tesztelését BottleNeck v.1.2.02 (CORNUET —
LUIKART 1996) szoftverrel vizsgaltuk.
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Eredmények és megvitatasuk
A genotipizalas tesztelése Microchecker programmal

A vizsgalatok elsé 1épése a genotipizalas soran nyert genotipusok tesztelése, hogy valoban
megfeleléen reprezentaljak-e az elméletileg elvarthoz képest a populaciokat. Ennek két fontos
aspektusa van; egyrészt az, hogy a mikroszatellitek ismétl6dé motivumainak szamabol (mono-, di-,
tri-, tetranukleotid ismétlédés) kovetkeztetve a kapott méretek alapjan vannak-e meg nem mintazott,
un. null allélek; masodrészben, hogy a vizsgalt adatok szdrmazhatnak-e Hardy-Weinnberg
egyensulyban (HWE) 1év6 populaciobol.

Ennek a tesztelésére alkalmas a Micro-Checker v.2.2.3 program, amely semelyik populacid
és 16kusz esetében nem észlelte null allélek jelenlétét, és mindegyik populaciot HWE-ben talalta. Ezen
eredmény alapjan mind az 6t 10kusz hasznalhat6 a tovabbi vizsgalatokban.

Populacion beliili genetikai diverzitas

A populaciok genetikai diverzitasa, azaz a populdcion beliili 6rokolhetd valtozatossag fontos
mérészam, mely a populacié alkalmazkodoképességét mutatja meg; a jelentds genetikai diverzitas
lehetévé teszi a populécid alkalmazkoddsat megvaltozott kdrnyezeti tényezdk mellett, azaz
mozgosithatd genetikai tartalék meglétét jelenti. Ennek populacionkénti mérésére szamos mérészam
alkalmas, koztiik a legegyszertibbek: a 10kuszonkénti allélek leszamolasa (atlagos allélszam — A), és
— diploid markerek esetében — az atlagos megfigyelt heterozigdtasag (Ho), azaz az atlagos lokuszon
leszamolhato heterozigotak aranya a teljes felmért 16kuszokhoz viszonyitva. Ugyanakkor ez a
mérészam érzékeny mintazasi hibakra, ezért emellett egy fontosabb mérészam a populécié genetikai
diverzitasa (h), mely HWE esetén megegyezik az un. vart heterozigotasaggal (He). Ez utobbi
mérészam azt mutatja meg, hogy egy HWE-ben 1év6 populaciobol véletleniil valasztva mekkora az
esély arra, hogy eltérd alléleket mintazzunk. Azaz mennél kozelebb van ez a szam az elméletileg
lehetséges (de a gyakorlatban soha meg nem valdsuld) 1-es értékhez, annal valtozatosabb a populédcio
allél-Osszetétele. Amikor ez a mintanagysaggal is korrelaltatva van, akkor beszéliink torzitas nélkiili
vart heterozigbtasagrol (uHe). Ezen alapvetd genetikai diverzitasi értékeket a GenAlEx v.6.5
programban szamitva az alabbi értékeket kaptuk a vizsgalt populacidkra (3. tablazat).

3. tablazat Genetikai diverzitas atlagos értékei a vizsgalt populaciokban a GenAlEx v.6.5
programban szdmolva. Roviditések: N — atlagos mintaszdm; N, — atlagos lokuszonkénti
allélszam; H, — atlagos megfigyelt heterozigdtasag; He — 4atlagos vart heterozigdtasag; uH. —
torzitas nélkiili atlagos vart heterozigotasag.

Table 3. Mean values of genetic diversity and related measures in the studied populations as
estimated by GenAlEx v.6.5

Populacio N Na H, H. uH.
Kondoros 14,000 2,600 0,457 0,439 0,455
Tatarsanc 14,000 3,000 0,514 0,434 0,450
Zsobok 14,000 3,000 0,371 0,391 0,405
Magyarkalyan 11,400 2,800 0,394 0,352 0,368
Krasnoe 14,000 3,600 0,429 0,394 0,409
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Az eredményeink alapjan azt a meglepd megfigyelést tehetjiikk, hogy az alfoldi, reliktum
populaciokban a legmagasabb a genetikai diverzitds mértéke (erre kés6bb még visszatériink).
Szamszerlien gyakorlatilag dsszevethet6 az oroszorszagi és erdélyi vizsgalt allomanyokkal! A relativ
értéken tal a fenti értékek abszolut értékét is tekintetbe vehetjilk; a 0,4-es érték koriili szam azt jelzi,
hogy a populaciobol véletlenszertien kivalasztva egy egyedet annak 40% az esélye, hogy heterozigotat
valasztunk. Azaz allélszam tekintetében a hazai allomanyok jelentds tartalékokkal rendelkeznek.

A beltenyésztettség mértéke

A populaciok genetikai diverzitasanak egy kiilon aspektusa a beltenyésztettség mértekét jelzo
mérészam, a beltenyésztettségi koefficiens (Fis). Ez a szam azt jellemzi, hogy a populaciobol
véletlenszeriien valasztva mekkora az esély arra, hogy a HWE-tdl eltérd allél-Gsszetételli egyedet
kapjunk. Ebbdl a definiciobdl kovetkezik, hogy ennek a koefficiensnek az értéke -1 és 1 kozott
valtozik, és 0 ha HWE-nek megfeleld a heterozigotasag. A negativ értékek a HWE-hez képest
magasabb heterozigétasagot, a pozitiv értékek annak a hidnyat jelentik. A vizsgalt allomanyok
aktualis adatait felhasznalva, FStat v.2.9.3.2 (GOUDET 2001) szoftverben az alabbi értékeket kapjuk
(4. tablazat).

4. tablazat A beltenyésztettség mértékét jelz6 mérdszam (Fis) az FStat program alapjan.
Table 4.: Inbreeding coefficient (Fis) in the studied populations.

Populacié Fis
Kondoros -0,072
Tatarsanc -0,005
Zsobok -0,05
Magyarkalyan 0,086
Krasnoe -0,148

Azaz minden populacioban — kivéve a magyarkalyanit — némi heterozigota-tobblet
jelentkezik—ez nem is csoda, hiszen a zsalyak, igy a bokold zsilya is, kiilonleges megporzasi
mechanizmust fejlesztettek ki (Un. porzdszal fogantyi-mechanizmus), mely elésegiti a rovarok altali
beporzast (CLABEN-BOCKHOFF et al., 2004). Igaz, ez 6nmagaban nem zarja ki a szomszéd- vagy az
énmegporzast (CLABEN-BOCKHOFF ef al., 2003), de eldsegitheti az idegenmegporzast. Osszességében
valészinti, hogy a kifinomult megporzasi mechanizmus eldsegiti a xenogamiat, igy segit elkeriilni a
beltenyésztettséget, ami jelentkezik a populacidgenetikai mérészamokban is.

Populiciok kozotti genetikai differencialédas

A populaciok genetikai diverzitasa kiilonféle populaciégenetikai folyamatok hatdsara — ha
megsziinik kozottik a genetikai Osszekottetés — elkezd egymastdl tavolodni; a populdciok
differencialodnak. Ennek a legtobbszor alkalmazott mérészama, a fixaciés index (Fsr). Ez
gyakorlatilag azt mutatja meg, hogy a vizsgalt 6sszes populéacié atlagahoz képest a szoban forgd
populacioban milyen mértékben csdkkent a heterozigotasag valamilyen populacidgenetikai folyamat
(szelekcid vagy sodrodas) hatasara. A fixaciés index tulajdonképpen a populacido genetikai
Azaz értéke egy olyan abszolit mérészam, mely kiilonboz6 fajok populacioi kozott 6sszehasonlitast
tesz lehetdvé, noha ez persze mindig az adott marker természetétdl is fligg. Mindenesetre viszonylag
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elfogadott az a vélekedés, hogy ha Fst <0,05 kis, Fst =0,05-0,15 mérsékelt, Fst=0,15-0,25 nagy, mig
Fst >0,25 nagyon nagymértékii differenciaciot jelent.

Ezen bevezetd utan lassuk a vizsgalt populacidkat. Megint csak FStat szoftver segitségével
szamitva a teljes vizsgalt egységre, az Fsr értéke 0,059, mig a GenAlEx ugyenezt a mérdszamot Fst
=0,06-nak szamitja ki. Azaz a vizsgalt populaciok egymastol mérsékelten differencialodtak.

A GenAlEx program meg tudja hatdrozni a populaciok paronkénti genetikai
differencialodasat is (5. tablazat), melyb6l a populaciok kozti genetikai rokonsagra
kovetkeztethetiink.

5. tablazat A GenAlEx program altal meghatarozott populacio-paronkénti genetikai differenciacio
mértéke. A kiemelt érték (ns) nem szignifikans eltérést jelez, minden mas elkiiloniilés
szignifikans.

Table S. Pairwise genetic differentiation of the studied populations as calculated in GenAlEx. All
differentiation is significant except the one denoted (ns).

Magyarkalyan Kondoros Tatarsanc Krasnoe Zsobok
Magyarkalyan -
Kondoros 0,075 -
Tatdrsanc 0,057 0,000 -
Krasnoe 0,062 0,092 0,065 -
Zsobok 0,098 0,077 0,058 0,040 -

A péronkénti értékekbdl lathatd, hogy a kondorosi és tatarsanci populaciok egymastol
egyaltalan nem differencialodtak, azaz effektive egy populacionak tekinthetdek.

Ha a differenciaciéo paronkénti mértéke alapjan csoportositjuk a populaciokat, akkor
fokoordinata elemzéssel (PCoA) vizualizalhatjuk a populaciok kozti genetikai differenciaciot a fenti
értékekre, illetve 6sszekothetjiik a pontokat egy minimalis feszit6faval, ami a populaciok lehetséges
Osszekapcsoltsagat adja meg (3. abra). Ezt a Past v.1.7¢ szoftverrel (HAMMER et al. 2001) végeztiik
el.
alapjan készitett ordinacio és a populaciok kozotti viszonyt bemutaté fa (3. éabra) alapjan
megallapithatd, hogy a magyarorszagi populaciok egymastol kevéssé térnek el, hozzajuk legkozelebb
a magyarkalyani populaci6 all, illetve ezekt6l a vizsgalt orosz és kalotaszegi allomany kiiloniil el.
Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy ebbdl az abrabol nem kovetkezhetiink tényleges filogeografiai
viszonyra (mondhatni genetikai tavolsagra), mert eleve mérsékelt a genetikai elkiiloniilés a teljes
vizsgalt allomanyban (Fst =0,06), igy az itt feltart kapcsolatok véletlenszerii mintazatot is
tiikkrozhetnek. Masrészt a helyes viszony feltarasdhoz feltétleniil sziikség lenne a sz¢lsé mintak kdzotti
foldrajzi régid reprezentalasara is. Mindenesetre az is kiemelendd, hogy ebben az adatsorban a
magyarorszagi allomanyok elkiiloniilése egyediil nem szignifikans (5. tablazat).

Populaciok kozotti genetikai tavolsag

A populaciok kozotti genetikai viszonyt le lehet irni a genetikai hasonlosag mértékével; azaz
azzal a mérészammal, amely megadja a populacidk egymastol vald tavolsagat egy genetikai
hipertérben. Ennek legelterjedtebben hasznalt mérészdma a Nei-féle (NEI et al., 1983) genetikai
tavolsag (Da), mely azt a valoszintiséget méri, hogy mekkora eséllyel valasztunk véletlenszertien egy
allélt egy populaciobdl mely ugyanaz lesz, mint a masik populaciobol véletlenszertien valasztott allél.
Azaz ha értéke nulla, akkor nincs hasonlosag a két populacié kozott (mas szavakkal, nincs esély arra,
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hogy egy-egy allélt véletlenszeriien valasztva egy-egy populaciobol azok azonosak legyenek), mig ha
értéke egy, akkor minden allél megegyezik a populacioban.

A valds adatsorra paronkénti bontasban szamoltam ki a Nei-féle genetikai tavolsagot az MSA
v.4.05 (DIERINGER — SCHLOTTERER 2003) segitségével (6. tablazat), mely 1-p moddszerrel
transzformalja az adatokat (azaz itt minél kisebb a tavolsag érték, annal nagyobb a hasonlésag).
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3. dbra A vizsgalt populaciok kozotti genetikai differenciacid egymas kozotti mértékét tiikr6zo
ordinacid, amelyet f6-koordinata analizissel allitottunk eld. A populdcidkat jelzé pontokat egy
minimalis feszitéfa koti 6ssze. Az els6 két tengely a variancia 51.5%-4t, illetve 40.5 %-at tarta
fel.

Figure 3. Genetic differentiation of the studied populations visualised using principal coordinate
analysis. The populations, represented by dots, are connected by a minimum spanning tree. The
first two axes represent 51.5% and 40.5% of variation, respectively.

6. tablazat: A vizsgalt populaciok kozti paronkénti torzitatlan Nei-féle genetikai tavolsag GenAlEx
szoftverben szamitva.

Table 6: Pairwise genetic distance matrix calculated from unbiased Nei’s genetic distance in
GenAlEx.

Magyarkalyin | Kondoros Tatarsianc Krasnoe Zsobok
Magyarkalyan -
Kondoros 0,056 -
Tatarsanc 0,037 0,000 -
Krasnoe 0,041 0,078 0,050 -
Zsobok 0,071 0,066 0,045 0,029 -
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Az eredmények alapjan — hasonldan a genetikai differenciacio mértékénél latottakhoz —
meglehetdsen szerény genetikai tavolsagokat latunk. Ha a 6. tablazat matrixat felhasznaljuk
szomszéd-csatolas modszerével torténd fa-épitésben, akkor a genetikai tavolsagbol épithetd genetikai
fat kapunk, ami a populaciok kozotti genetikai viszonyt jellemzi (4. bra).
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4. abra A populaciok paronkénti torzitatlan Nei-féle genetikai tavolsaga alapjan épitett szomszéd-
csatolasi fa, mely kifejezi a populaciok kozotti genetikai viszonyt.

Figure 4. Neighbour-Joining tree representing the genetic distance between the studied populations
based on pairwise unbiased Nei’s genetic distances.

A genetikai tavolsadgok alapjan képzett fa alapjan a legfontosabb megallapitas, hogy a hazai
populaciok kozott nincs genetikai tdvolsag (14sd 4. abra és 6. tablazat). A hazaiak nem allnak sokkal
kozelebb az erdélyi populaciokhoz, mint az oroszorszagihoz, azonban ez a viszonylag kevés
genotipizalt 16kusz és a koztes populaciok mintazasanak hianya miatt is lehet.

Demografiai folyamatok tesztelése, palacknyak-hatas vizsgalata

A populaciok allélosszetétele alkalmas a miltban lezajlott jelentdsebb demografiai valtozasok
kimutatasara is, elsdsorban a populacid6 méretének hirtelen Osszezsugorodasabol szarmazo un.
palacknyak-hatas (bottleneck effect) kimutatasara. Egy hirtelen, erés egyedszam-csdkkenés — ami
gyakorta figyelhetd meg természetvédelmi jelentdségli fajok populacioinal — természetesen a
genetikai diverzitas (allélszam és heterozigocia) csokkenésével jar. Megfigyelték ugyanakkor, hogy
az allélszam (A) gyorsabban és hamarabb csokken, mint a populaciora jellemzé heterozigdtasag (He),
azaz heterozigota tobblet érzékelhetd (CORNUET — LUIKART 1996). Erre alapozva a fenti szerzok
leirtak tobb statisztikai modszert, amely alkalmas a palacknyak-hatas kimutatasara populaciogenetikai
adatok alapjan, és létrehoztak egy programot is (BottleNeck) ennek elvégzésére. A kis egyedszamok
¢és viszonylag kevés 16kusz esetén — amilyen a mienk is — két teszt alkalmas a demografiai hatas
kimutatasara: az un. "Wilcoxon signed-rank test", mely elsdsorban régebben (2—4 Ne generacionyi)
lezajlott palacknyak folyamatra érzékeny; illetve az Gn. ,,mode-shift test”, mely pedig a kdzelmultbeli
(utdbbi par tucat generacio) demografiai visszaesések hatasat jelzi (LUIKART — CORNUET 1998). Az
utobbi teszt az allélek eloszlasat teszteli, amely — bottleneck elmaradasa esetén — Gin. normal L-alakot
mutat. A fenti teszteket BottleNeck v.1.2.02 szoftverben a mi adatainkra lefuttatva egyértelmu

121



Sramko Gabor — Laczko Levente

eredményeket kaptunk (7. tablazat): mindkét magyarorszagi populacié szignifikans jelét mutatja a
multban bekovetkezett jelentés demografiai csokkenésnek mindkét idétavlatban.

7. tablazat A multbeli palacknyak-hatas a vizsgalt populaciokban. N — atlagos mintaszam; k — atlagos
allélszam a polimorf 16kuszokon; * — szignifikans érték.

Table 7. Past population bottlenecks in the studied populations. N — average sample seize; k — average
allele number on polymorphic loci; * - significant value.

Populacio N k (xgigﬁofl;:lﬁne;il:;;) mode shift
Kondoros 28 2,6 0,03125* eltolodott
Tatasanc 28 3 0,03125* eltolodott
Magyarkalyan 22,8 2,8 0,1875 normal L-alak
Zsobok 28 3 0,125 normal L-alak
Krasnoe 28 3,6 0,8125 normal L-alak

Osszefoglalas

A kondorosi és tatarsanci Salvia nutans populiciék populaciogenetikai helyzete

Vizsgélatainkban a tatarsanci és kondorosi bokold zsalya allomanyokat hasonlitottunk dssze
hat, Salvia officinalis-ban leirt, de a célfajunkba atvihetdnek talalt mikroszatellit 16kusz alapjan két
erdélyi (Zsobok és Magyarkalyan), valamint egy Ny-oroszorszagi (Krasnoe) populacioval. A
16kuszokat fluoreszcensen jelolt primerekkel szaporitottuk fel és a populacidt reprezentald
mintaszamon (Natag=13,6) genetikai analizatoron futtattuk. Az igy genotipizalt 6t populéciot
valtozatos populaciogenetikai modszerekkel elemeztiik, hogy azok alapvetdé populacidgenetikai
jellemzoit feltarjuk. A tesztek eldtt megvizsgaltuk a null allélek jelenlétét, és az Osszes populacio
esetén 0t lokuszon ezek hidnyat tapasztaltuk, valamint Hardy-Weinberg-egyensulyt feltételezhettiink;
ezen Ot 10kusszal folytattuk a tovabbi teszteket. Genetikai diverzitas tekintetében szembedtléen nagy
heterozigotasagot kaptunk a hazai dllomanyokban; de ez nem kiemelkedéen magas érték, hiszen
Nybom (2004) meta-analizise alapjan a hossz-életli, regionalis elterjedésii, keresztbeporzo
névényfajok genetikai diverzitasa 0.6 koriil alakul. A beltenyésztettség mértéke is egyforman nagyon
alacsonynak adddott minden populacioban, amely valdszinilleg a faj idegenmegporzast eldsegitd
pollinacios stratégiajabol adodik. A vizsgalt populaciok kozott viszonylag csekély genetikai
differenciaciot talaltunk; a hazai két populacio kozott elenyészé volt a differenciacié mértéke, azaz
ezek a populaciok a vizsgalt lokuszok tekintetében 1ényegében véve nem kiilonboznek egymastol.
Nagy valoszintliséggel ezek az dllomanyok egy korabbi, 0sszefliggd meta-populacié maig fennmaradt
toredékei, azaz a kozottik 1évo csekély kiilonbség a multbeli dsszetartozasbol adodik. Az egyes
allomanyok egymastdl viszonylag csekély genetikai tdvolsagra vannak, egymashoz legkdzelebb a
hazai allomanyok talalhatok, mig mindtdl legtavolabb a foldrajzilag kilogd oroszorszagi populacio
van (lasd 1. abra). A magyarorszagi allomanyok szamottevben eltérnek az erdélyiektdl, feltehetéleg
nem a (vizsgalt) erdélyi populaciok ,alfoldre szarmazott” elddrsei. Az allélosszetétel vizsgalata
kimutatta, hogy a vizsgalt populaciok koziil a hazaiak estek at kozelmultbeli egyedszam-esésbol
adé6do palacknyak-hatason, igaz, még igy is jelentés allélvaltozatossaggal birnak. Osszességében a
hazai allomanyok jelentds genetikai diverzitast hordoznak, a két populacié valdjaban egy nagyobb
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Erdemes megvizsgalni eredményeinket kissé nagyobb léptékben is. Ha elfogadjuk azt a
feltételezést, amit S0O (1931) ota tényként kezeliink, hogy a hazai sztyeppreliktumok egy
posztglacialis felmelegedési iddszak keletrdl szarmazé reliktumai, akkor jogosan varhatjuk, hogy a
,-kOzpont-perem” hipotézisnek (leirasat lasd ECKERT et al. 2008) megfelelden a Karpat-medencében
¢16 allomanyok az evolucids kdzelmiltban megtelepedett, peremi populéciok (,,sztyeppreliktumok™).
Ez esetben 6ket alacsony genetikai diverzitas és magas genetikai differenciacio jellemzi. Ehhez képest
azt tapasztaltuk, hogy noha egymashoz viszonyitva jelentds a populaciok kozotti genetikai
differenciacio, a populaciokon beliili genetikai diverzitas magas. Ez felveti annak a lehetdségét, hogy
mashogyan kell tekinteniink a Karpat-medencei bokold zsalya populacidk evolicios térténetére, mert
nem feleltethet6k meg a kdzpont-perem hipotézis altal leirtnak. Elképzelhetd, hogy a bokold zsalya
allomanyai sokkal inkabb az eurdpai melegkedvel$ flora areadinamikajat jellemzo ,,hatsé perem-
eléretord perem” hipotézis jellemzi (leirasat lasd HAMPE — PETIT 2005), illetve a populaciok eltérd
torténete magyarazza eltérd genetikai mintazatukat (PIRONON et al., 2015). Ennek eldontésére sokkal
stirlibben sziikséges mintazni a bokold zsalya areajat (lasd 1. abra) és populacionként tobb 16kusz
vizsgalata sziikséges.

Tanulsagok és kovetkeztetések a hazai Allomanyok természetvédelmi kezelése szimara

A tatarsanci és kondorosi bokold zsalya alloméanyok populdcidgenetikai jellemvondsai azt a
meglepd eredményt hoztdk, hogy a hazai, kisméretiivé zsugorodott dllomany még mindig igen
jelentds genetikai diverzitast hordoz. Erre a magas genetikai diverzitasra alapozva egy mesterséges
szaporitasi programmal viszonylag jol visszaallithat6 az eredeti populaciok genetikai diverzitasa, azaz
a kimutathat6 palacknyak-hatds minden bizonnyal viszonylag jol helyreallithat6. A két allomany
populacidgenetikailag egységes populacionak tekinthetd, azaz az egyedek atvitele a két populacié
kozott valdszinlileg nem tekinthetd az 6shonos genetikai dllomanyba torténd durva beavatkozasnak.
Pontosabban fogalmazva a hazai allomanyok kozotti kis genetikai tdvolsag, illetve genetikai
differenciacio roppant valdszintitlenné teszi a ,,vérfrissitési leromlas” bekdvetkezését. Ugyanakkor a
hazai allomanyok a vizsgalt erdélyi alloméanyoktdl jelentds mértékben differencidlodtak, ami alapjan
kiilon evolicios egységnek tekinthetdek. Emiatt a hazai allomanyok genetikai ,,vérfrissitése” erdélyi
forrasbol nem szerencsés, mert valdsziniileg a hazai allomanyok az egykori Pannon medencében
jellemzd, itt kialakult leszarmazasi vonalat képviselik, melytdl az erdélyi ag eltéré. Mindazonaltal a
hazai allomanyok nem is szorulnak erdélyi vérfrissitésre, mert magas genetikai diverzitasuk alapjan
alkalmasak a populaciok mesterséges felszaporitasara, akar egyedek populaciok kozotti cseréjével is.
Uj allomanyok létesitésekor pedig mindkét megmaradt hazai populacié felhasznélhat6 forrasként,
akar kevert 0j allomanyok létrehozasaban is.
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