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Genetikai diverzitas vizsgalatok gshonos Pinus cembra L. populéacioknal. Populacié-
Okologiai, populécié-genetikai, erdészeti-, taj-, és vegetaciotorténeti vonatkozasok.

cimit OTKA palyazathoz

A cirbolyafenyd populacioi Eurdpaban mindenditt védettek!




A palyazatban megfogalmazott kutatasi célunknak megfeleléen vizsgalataink soran
molekularis alapon jellemeztiik az europai cirbolyafenyé Pinus cembra L. kfzeép-eurdpai
/Kéarpéatokbeli/ 6shonos alloményainak genetikai diverzitasat.

A cirbolyafenyé és a munka idészeriisége:

A populacioszinti bioldgiai diverzitas elemzésénél az a tény, hogy a molekularis
alapon torténd genetikai diverzitasi vizsgalatok egyre inkabb nagyobb hangsulyt kapnak
abban a felismerésben gyokerezik, hogy a genetikai diverzitas az 6koszisztéma 6nszabalyozd
mechanizmusanak szerves nélkil6zhetetlen része.

A cirbolyafenyé -Pinus cembra L.- haploxylon /egynyalabd/ tipusu, ottis fenyofeéle.
Kontinentalis jellegi, jégkorszaki maradvanyfaj, amely az Alpi hegyrendszer montan
Okoszisztémainak lényeges diverzitas meghatarozo eleme. A pleisztocen idején ez a nagy
tertileteket borito fenyo6faj szélesen elterjedt volt Eurazsidban, de areaja az utébbi 100000
évben és kilondsen a holocén idején erésen fragmentalddott. Szibéria tertiletén az azsiai alfaj
még nagy teruleteket borit, de Eurdpaban a populaciok méara a Kézponti Alpok térsegére
koncentralddnak, ahol a fels6 lucos zona elegy fafajaként nagyobb tomegben fordul még el6.
A Karpatok térségében azonban csak szérvanyos el6fordulésu, izolalt kispopulaciéi az
fel. Az Eszaki-Kérpatokban a 49. szélességi fokig hiizodik, legdélebbi eléfordulasa a
hegylancban a Déli-Karpatok; a Godjan-Szarko-Retyezat hegységben van.

A védett cirbolyafeny6 alloményainak tanulmanyozéasa azért is valt idészerivé, mert
az Alpok térségében, és az azsiai teriileteken is, korabban mar vizsgaltak a faj genetikai
variabilitasi mutatdit, a hianyzo lancszem éppen a Karpatok térsége volt. Tovabba, mivel
ennek a kis elterjedésii elegyfajnak a Karpatok hegyvidékein nincsen kilénosebb erdészeti
jelentésége, a lucosokban végzett erdészeti tevékenység, favagasok és telepitések, a
populaciok egyedszamanak csokkenéséhez vezettek, igy a természetes populaciostruktira

felterképezese természet- és tajveédelmi szempontbol is indokoltta valt.



A kutatasban alkalmazott vizsgalati anyag es modszerek

A Thétra és Karpatok vonulatanak teljes hosszdban tiz természetes populaciobdl gyijtottink
levélmintat.

Karpatok
Foldrajzi Mintaszam
Foldrajzi hely Rovidit. | Hegység neve Orszag koordinatak
Morskie-Oko Leng Tatra Lengyelorszag |49.12; 20.05 18
Velka Studena
Dolina
Nagy-Hideg vélgy | Szlov Tatra Szlovakia 48.03; 18.18 27
Strbske Pleso
Csorba-td Tatr Tatra Szlovéakia 49.07; 20.04 10
Kedryn, Erdészeti
rezervatum Ukr Erd6s Karpatok Ukrajna 48.25; 24.00 14
Muntii - Rodnei .-
Keleti Karpatok 15
Borsabanya Rad Radnai havasok Romania 46.56; 23.43
Muntii Calimani —
Keleti Karpatok 56
Neagra Sarului Suc Kelemen havasok E | Roméania 47.14, 25.20
Muntii Calimani —
Negoiu Kel Kelemen havasok D | Roméania 47.06; 25.13 57
Muntii-Cindrel
Szebeni Havasok 45.35; 23.48 15
Cindrel Cind Déli-Karpatok Romania
Retezat Mts. 16
Déli-Karpatok
Gentiana Rety Retyezat Romania 45.24; 22.51
Retezat Mts. 20
Déli-Karpatok
Gemenele Ret Retyezat Romania 45.22; 22.50

Ezt késobb 0sszevetettiik 19 Alpokbol szarmazo populécidval. Az 6sszehasonlitasba bevont
mintékat Felix Gugerli, WSL Swiss Federal Research Institute munkatérsa bocsatotta
rendelkezéstinkre.

Alpok - Svéjc
Mirtschen Mir Obstalden GL 9.15; 47.05 32
Neuenalp Neue Grabs SG 9.35; 47.17 18
Saflischtal Saf Gregniols 'S 8.14; 36.33 18
Kreuzboden Kreu Saas-Grund VS 7.96; 46.13 34
Foret de Derbellec | For Chandolin VS 7.60; 46.25 34
Siviez Siv Nendaz VS 7.33; 46.13 34
Col du Pillon Ormont-Dessus VD 7.20; 46.34 33
Foret du Lapé Lape Charmey FR 7.23; 46.55 34
Rautialp Rau Néfels GL 9.00; 47.07 33
Flumserberg Flum Quarten SG 9.24; 47.08 30
Letziwald Letzi Avers GR 9.50; 46.47 34
Sardonaalp Sard Pféfers SG 9.29; 46.92 24
Stazerwald Sta Samedan GR 9.89; 46.51 31
God Baselgia God Zernez GR 10.12; 46.70 34
God Tamangur Tam Scuol GR 10.36; 46.67 34
Alp Sadra Fuldera GR 10.34; 46.60 34
Seebergalp See Zweisimmen BE 7.44; 46.58 34




Sagiwald Sagi Kandersteg BE 7.64; 46.44 34
Arvengarten Arv Grindelwald BE 7.97; 46.60 34
Madszer

A DNS kivonast kévetéen Vendramin és mts. altal kidolgozott kloroplasztisz SSR
markerekkel végeztik el a vizsgalatot.

A mddszer lényege

cpSSR markerek: /simple sequence repeats/

- mononukleotidos ismétlodés

- nagy polimorfizmus

- rekombinécié hianya

- fenyofeleknél apai (pollen altali) 6roklédes

Lepések

DNS-kivonas
Amplifikacio PCR-készlékben

7 primert teszteltink

Pt1254; Pt15169; Pt26081; Pt30204; Pt36480; Pt63718; Pt87268

Il
V.
V.

Agardz gélelektroforézis: az amplifikacio sikerességének megallapitésara
Fragmensanalizis szekvenal6 készlekkel
Statisztikai értékelés

6 SSR 16kusz bizonyult hasznalhatdnak (Pt 1254 nem amplifikalodott minden esetben), 1
primer volt monomorf.

A vizsgalat helyszinei:

- A modszer tesztelését Firenzében - CNR Istituto di Genetica Vegetale- laborban
veégeztik G.G. Vendramin hozzgjarulasaval.

Sikeres tesztelés kovetéen a DNS kivonast és a PCR reakcidt, a termékek minésegi
tesztelését agardz gélen Budapesten végeztik.

A fragmens analizist ugyancsak a firenzei laboratoriumba végeztik el.

Az eredményeket és a statisztikai elemzéseket Budapesten végeztik.



A Karpatok esetében 6 SSR régidt értékeltunk Ki.
Az Alpokkal tortén6 6sszehasonlitast 3 SSR regid mentén végeztik el.

Eredmenyek

Az 5 variébilis cpSSR marker mentén megallapitott haplotipus variabilitas magas volt minden
populacioban.

Vizsgalt populacid Ne fo He
Szlovéak-Tatra 15,54 0,148 0,9716
Lengyel-Téatra 11,49 0,167 0,9667

Erdés-Karpatok (Ukr.) 15,14 0,095 0,9806

Radnai-havasok 4,57 0,214 0,8412

Cindrel 7,74 0,200 0,9331

Retyezat 12,92 0,125 0,9841

Populécié menti atlag 11,23 0,158 0,9462

Fajra nézve 45,22 0,054 0.9868
Fst=0,044

ne=1/Ypi’ : a haplotipusok effektiv szama

f,: a leggyakoribb haplotipus frekvenciaja
He=(n/n-1)(1-Ypi®) : haplotipus diverzitas
Fs=(V1-Vw)/V+ :a populéciok kozotti divergencia mértéke
V,,: a diverzitas mértéke a populéacion belil

V1. a megvizsgalt allomanyok 6sszdiverzitasa

Haplotipus variabilitas
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Populécid paraméterek és genetikai diverzitas mutatok az IAM /infinite allele model/ szerint

Allomany [Minta-| Allélszam [Haplotipusok | Populécié | He 1.
szam | (TFPGA) szama specifikus
haplotipus
Szlovak-T.| 27 19 20 15 0,4501
Lengyel-T.| 18 16 14 11 0,4915
Erdés- 21 15 17 12 0,3486
Karp.
Radnai- 14 11 7 5 0,2821
hav.
Cindrel 15 16 10 6 0,3921
Retyezat | 16 21 14 9 0,5208
Osszesen | 111 24 82 58 -
Populécio | 18,5 16,34 13,67 10 0,4047
menti atlag
Fajra - - - - 0,4872
nézve

Fst= 0,169

He 1.:Arlequin 2000 alapjan mért heterozigdcia értékek (Nei, 1987)
He 2..:TFPGA 1997 alapjan mért heterozigdcia értékek (Nei, 1987
Fs=(V1-Vw)/V+ :a populéciok kozotti divergencia mértéke

V,,: a diverzitas mértéke a populéacion belil

V1. a megvizsgalt allomanyok 6sszdiverzitasa

A cpSSR markerek alapjan vegzett diverzitas vizsgalatok azt mutatjék, a populaciok

genetikai variabilitasa altalanosan magas volt.

A legkisebb variabilitast minden tekintetben a Radnai allomany mutatta. Ez azért is
érdekes, mert mindezidaig a Keleti-Karpatok teriiletén eléforduld két nagyobb populacio
kozul (Kelemen- és Radnai-havasok) a Radnait tekintették a faji génkészlet legjelentésebb
bazisanak. Mar az 1913-as, hires Fekete-Blattny erdészeti monogréafia is ugy emliti, hogy a
Radnai-havasok havasifenyé vegetacioja az eléfordulas gyakorisaga és horizontalis
kiterjedése szempontjabdl is megel6zi a Kelemen-csoportot. Azonban a Radnai
populécidbol kimutathat6 a genetikai mintazat elszegényedése, és igy az allomany messze

lemarad a Kelemen-havasokban még korabban mért variabilitds mogott (Hohn 2005).



A két tatrai allomany (szlovakiai és lengyelorszagi Tatra), mind a heterozigdcia mind a
haplotipus diverzitas szempontjabol, hasonld értékekkel szerepelnek. A szintén korabban
vizsgalt szlovékiai populacio ugyancsak magas variabilitast mutatott.

Az ukrajnai allomany helyzete a statisztikai mutatok szempontjabol kissé ellentmondéasos.
A haplotipus variabilitasi értek alapjan a legdiverzebb allomanyok egyike, magas effektiv
haplotipus szdmmal. Azonban a tovabbi mutatok kozil a heterozigdcia érték mar igen
alacsony. Erre a latszélagos ellentmondasra a megoldas az adatsorban keresendd. A 17
haplotipus kozil ugyanis harom tartalmaz 1-1 hianyzé adatot (*-gal jel6lve). Ezen
haplotipusokat a program onallokeént, sét populacid specifikusként értelmezte. A teljes
adatsorra nézve ennyi hidnyzo6 adat megengedett, de mint latszik, a populacio egyedi
értékelésében némi zavart kelthet. Igy lehetséges, hogy a haplotipusok gyakorisaga alapjan
szamitott haplotipus variabilitas érték viszonylag magas lett, és nem egyezik a valds

heterozigocia értékkel.

A Szebeni-havasokbdl szarmazé cindreli allomany effektiv haplotipus szdma viszonylag
alacsony volt, akarcsak a haplotipus variabilitasi és a heterozigécia értékek. Ennek oka
vélhetéleg a kis populacioméretben keresendd, ami mar a terepmunka soran is feltiint. Az

alacsony egyedszamu populécio a genetikai tipusok kisebb hanyadat 6rizte meg.

A haplotipus frekvenciak alapjan mért Fst-érték /Fst=0,044/ a populacidk kdzotti
divergenciat mutatja, ami 4,4 %. A faji szint{ variabilitas magas volt, bar egyes populéaciok
diverzitasa markansan csokkent a faji atlaghoz képest. Az eredményekbdl k6z6lt mutatok
és megallapitasok érvényesek mas szorvanyos areaju fenyosfélék esetében is (Hamrick -
Godt, 1990, 1996), ahol a magas 6sszdiverzitas altalanosan a populacion belili nagy
variabilitasbol fakad. Az eredmények azt tiikrozik, hogy a cirbolyafenyd izolalt, kis
populacioi még mindig nagy géntartalékkal rendelkeznek, bar mint azt a cindreli allomany
példaja is jelzi, az egyedszam drasztikus csokkeneése a genetikai tipusok jelentés

veszteségét eredményezheti.

A fenti eredmények fajtorténeti vonatkozasban azt igazoljak, hogy a Karpatok teruletén
eléforduld, foldrajzilag izolalt alloméanyok elkiiloniilése a kozelmultra tehetd. Igy a
genetikai mintazatban az elkilonilés kovetkezményei, ezen markerek alapjan, nem
tettenérhetsk. Osszességében gy tiinik, hogy még mindegyik izolalt allomany jelentds
géntartalékokat 6rzott meg, mely e védett faj fennmaradédsa szempontjabdl pozitiv izenetet
hordoz.



Osszehasonlito vizsgalatok a Karpatok és a Kozponti Alpok kozott

Az 6sszehasonlito vizsgalatokat nehezitette az a tény, hogy a mintakat tébb alkalommal
vizsgaltuk, mas-mas fragmens analizatorral, igy csak szamos ismétlés, kontroll mellett
sikerilt az adatokat egységesiteni, 3 primer mentén:

Pt 26081 Pt36480 Pt63718

A vizsgalat célja:
- Osszehasonlitani a periférikus elhelyezkedésii Karpatok kispopulacioit az Alpok
populacioival.

- Az eurdpai génkészlet felbecsulése a szamitott mutatok mentén.

Nagyobb diverzitast feltételeztiink az Alpokban mint a Karpatokban az utobbi

allomanyok izolaltsaga és kis egyedszama miatt!

A haplotipusok szama populacidkként
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Kovetkeztetések:

- A harom Kloroplasztisz SSR alapjan a cirbolyafenyé genetikai variabilitsa az eurdpai area
mentén altaldnosan magas volt.

- Az izol&cio és kis méretek ellenére a Karpatok populécioi magasabb diverzitési
mutatokkal rendelkeztek mint az Alpok populécidi, tobb specifikus haplotipust ériztek
meg mint az Alpok populécidi. Ennek vélhet6 oka a nagymértékii idegen megporzas (a pollen
igen messzire eljuthat), valamint a beltenyésztéses embridk alacsony tuléloképességében

rejlik.



- A legvariabilisabb populacidk harom cpSSR alapjan is a Retyezat hegység populacioi
voltak, ezt kdvették a Tatraban Iévo populaciok.

Elképzeléseink - miszerint a két foldrajzi régié genetikailag elkiiloniil-, igazolddott. Ennek
mérteke az Fst alapjan 12%, tehat viszonylagosan magas. A Karpatok populacioinak
divergenciaja nagyobb mérteki volt (Fst= 0,18), mint az Alpok teruletén 1évé populéacioké
(Fst=0,04). Ez a tény egyrészt azt jelzi, hogy az izolacio jelei a Karpatok populécidinal
nagyobb mértékben mutatkoznak, mésrészt jelentheti azt, hogy a Karpatok reliktum
génallomanya mas genetikai tipusokban 6roklédott at, mint az Alpok. Ennek a ténynek a faj
tulélese szempontjabol driasi jelentésége van. Minél valtozatosabb egy faj arean belli
génkészlete és diverzitasa, annal nagyobb a tulélési esélye!

- A SAMOVA (Spatial Analysis of Molecular Variance) alapjan mért tavolsagok azonban, azt
mutattak, hogy nincs szignifikans korrelacié a foldrajzi tavolsag és a populéaciok divergencia
mértéke kozott. Ugy tiinik, az izolacio ota eltelt idd tul révid volt, ahhoz hogy a populaciok
szignifikans genetikai elkulonulése megtorténjen. Két divergens populécié mutatkozott a
Kérpatok teriletén. Egyik a Tatrai Morskie-Oko allomanya, mely egy nagy egyedszamu, zart
gleccservolgyben talalhato populécio; vélhetéleg magas foku izolaltsag jellemazi.

Masik a Kelemen havasok déli allomanya, mely kisebb egyedszama és Ggy tiinik az eszaki
allomény néhany anyaegyedébdl szarmazo periferikus allomany, sok sziklai egyeddel,
amelyek nagyrészt a sziklarepedésekbe, a feny6szajko altal elrejtett magok csirdzasabol
gyarapodik (H6hn 2005).

Zarsz0

Az altalunk kivalasztott molekularis madszerrel jellemeztiik a Karpatok cirbolyafenyd
populdcidinak genetikai diverzitasat. A vizsgalt markerek alapjan bebizonyitottuk, hogy a faj
jelent6s génkeszletekkel rendelkezik a Karpatok és a Tatra teriiletén, és ez a génbazis mas,
mind ami az Alpok teriiletén 6rz6détt meg. A legnagyobb egyedszamu populéciok kozil
legvariabilisabbak a Déli-Karpatok - Retyezat hegység populacidi, ezt kovetik a Tatra
alloméanyai. A kis egyedszdmu populaciok genkészlete leszegényedett. A Radnai havasok
allomanyarol korabban azt allitottak, hogy nagy génkészletet 6riz, de ezek a tények a mi
vizsgalataink soran nem igazolodtak.

Bizonyitottuk hogy, a cirbolyafenyé torténete és talélesi esélye szempontjabdl a Karpatok
térsége Oriasi jelentéségii, minden egyes allomany szigord védelme indokolt.

Az egyedekbdl begytijtott és tarolt levél illetve DNS mintak alkalmasak tovabbi markerekkel
torténd vizsgalatra is. Tervezzik olyan nuklearis markerek kidolgozasat, amelyek segitségével

a magok Utja is kovethetd lesz. Igy lehetdség nyilhat arra, hogy nyomon kovessiik a



populaciok egyedeinek terjedését, a fenydszajkoval torténé koevolicié megfigyelését. Ennek

a kispopulacidk tulélése esetében jelentésége lehet.



