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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az erdeifeny6 (Pinus sylvestris L.) nagy eurazsiai elterjedési teriiletén rendkiviil jol alkalmazkodott
az eltérd éghajlati viszonyokhoz. Eurdpaban a fajt valtozatos talajtipusokon talaljuk: tézeglapokban
¢s sziklafelszineken, sziliciumos vagy savas talajokon, gyakran mély humuszrétegii
tenyészteriileten (Steinbeck 1966). Elterjedésének déli peremén allomanyai feldarabolodtak,
fennmaradasukat els6sorban az edafikus koriilmények, — ezek koziil is leginkabb a talajnedvesség
— hatarozzak meg. A periférikus populaciok tovabbi terjeszkedése a kedvezbtlenebb élettér miatt
erésen korlatozott (Bridle és Vines 2007), ugyanakkor ezen széli allomanyok populaciodinamikai
folyamatai nagy fontossagiak a fajnak a klimavaltozasra adott valaszreakcioiban (Iverson et al.
2004).

A populéciogenetikdban altalanosan elfogadott tény, hogy a periférikus allomanyok
genetikailag szamottevéen kiilonbdznek a centralis populacioktol az eltérd szelektiv nyomas,
valamint a csokkent génaramlas miatt (Lenormand 2002). Kovetkezésképpen a széli allomanyok
jelentdsége a faj hosszutavli megdrzése szempontjabol kulcsfontossagi (Hampe és Petit 2005). A
sz¢€li  allomanyok helyi genotipusainak az adott kdornyezethez val6 viszonylagos
alkalmazkodottsaga magasabb foktl, mint a més él6helyekrdl szarmazo genotipusoké. Bar magas
fenotipusos plaszticitasuk révén jol alkalmazkodnak a helyi kornyezethez, genetikai
struktarajukban nem csupan az in situ alkalmazkodas, de torténeti események, hosszutavu
geologiai valtozasok is meghatarozoak (Losos 1996). Morfologiai vizsgalatok elvégzése tehat
ezeken az eltéré élettérhez alkalmazkodott periférikus populaciokon indokolt.

Az elmult évtizedek — a novekedés és a tulélés valtozatossagat elemzd — vizsgalatai
els6sorban morfologiai, anatomiai megfigyeléseken és eredetvizsgalatokon alapultak. A
molekularis biologia teriiletén elért fejlédés azonban a molekularis genetikai markerek széles korti
alkalmazasat eredményezte. Mindezen tilmenden, az ujgeneracios szekvenalasi eljarasok gyors
fejlodése 1) genomikai eszkozok kifejlesztésének lehetOségét is megteremtette. A
koltséghatékonysag €s nagyobb szekvenciahozam 1j génjeldltek azonositasat, funkcionalis
genomikai adatokhoz valé hozzaférést eredményezett. Ezek informaciotartalma magas és elérhetd
kozelségbe keriilt az ismert vagy eldre jelzett funkcidji gének azonositasanak lehetsége. Az
Osszehasonlito genomika felhasznaldsa az adaptiv variabilitds genetikai vizsgdlatdban immar

megkeriilhetetlen (Vera et al. 2008). A genomikai elemzés az el6feltétele az egypontos nukleotid



polimorfizmusokon alapul6 SNP markerek kifejlesztésének. Alkalmazasuk a biotikus és abiotikus

kdrnyezeti stresszre adott adaptiv valasz megértésében kiemelkedd fontossagu.

Célkitizeések:

e A Karpatokban és a Pannon medence térségében €16, periféridlis erdeifenyé populaciok
fenotipusos elkiiloniilésének vizsgalata tobozmorfologiai ¢és tiilevélanatomiai bélyegek

alapjan.

e A fenotipusos differencialddas ¢€s filogeografiai struktarak kozotti esetleges osszefiiggések

feltarasa.

e Az dllomanyok ¢él0helytipus szerinti csoportosuldsanak fenotipusos bélyegek altali

azonositasa.

e A populéciok él6helytipus szerinti elkiiloniilésének vizsgalata magmorfologia €s csirdzasi

paraméterek alapjan.

e Adaptacioval kapcsolatba hozhatd génszekvencidk azonositasa, ezek 11j SNP markerként
torténd alkalmazésa és tesztelése két, eurdpai hegyvidéken honos fenydfajon, a szekvencidk

nukleotid-diverzitasanak elemzése.



2. ANYAG ES MODSZER

7 e r

2.1. A vizsgalatba vont populaciok

Vizsgalatunk novényanyaga a kozép-kelet-europai térségbdl, a Karpatokbol és a Pannon-
medencébdl szarmazott. Tobozmorfologiai és tlilevélanatomiai vizsgalatainkhoz 2011-2015 kdzott
16, irodalmi adat alapjan természetesnek vélt erdeifenyd allomany egyedeit mintaztuk. A
magmorfologial €s csirdzasi vizsgalatokra az elébbiekbdl szarmazo, 10 populacié esetében volt
lehet6ség. Az Osszes vizsgalt allomany a faj elterjedési teriiletének peremén helyezkedik el, ahol

jellegzetes ¢él6helytipusokon (tézeglap, sziklafelszin, biikkkelegyes erd6 alacsony tapanyagtartalmi

talajon) tenyészik (1. abra).

1. abra. A mintavételezett erdeifenyd allomanyok foldrajzi elhelyezkedése. A szinek a foldrajzi hovatartozast (piros:
Pannon medence (PB), zold: Eszaki-Karpatok (NC), kék: Kozép-Szigethegység (CIM), rozsaszin: Keleti-Karpatok (EK)
sarga: Déli-Karpatok (SC), a mintavételi pontok alakja az ¢16helytipust (négyzet: tézeglap, haromszog: sziklafelszin,
kor: biikkelegyes erdd) jelolik. Zold szinnel kiemelt az erdeifenyd elterjedési teriilete az Euforgen térkép alapjan
(http://www.euforgen.org/species/pinus-sylvestris). Populacié nevének roviditését lasd a roviditési jegyzékben.

A magvak csirazasanak vizsgalata végett 2016 tavaszan a Soroksari Botanikus Kertben
allitottunk be csirazasi kisérletet, minden populacié négy egyedérdl szarmazo, egyedenként 15
mag elvetésével.

A markerfejlesztést egy — az Osztrak Erdészeti Tudomanyos Intézet Genetikai Osztalyan —

cirbolyafeny6 transzkriptomon végzett eldszetes vizsgalat el6zte meg. Az ehhez sziikséges Pinus

cembra L. mintak egy anyandvényrdl szarmaztak (Obergurgel, Ausztria), egy tillevél és két eltérd



fejlettségi stadiumban 1év6 tobozrol (Jahn és Heinze, publikalatlan). A de novo azonositott génekre
tervezett primereket a laboratériumban elézetesen 84 cirbolyafenyé DNS mintan teszteltiik, az
ehhez szilikséges novényanyag begylijtése hat mintavételi pontrdl tortént az osztrak Alpokban. Ezt
kovetden a markereket a Karpatokbol szarmazé erdeifenyd populdciok mintain alkalmaztuk. A
mintdkat a morfoanatomiai és korabbi filogeografiai (Toth et al. 2017) vizsgalatokba vont

allomanyokbdl valasztottuk Ki, harom kiilonboz6 €16helytipusbol szarmaztak.

2.2. Adatgyiijtés

A vizsgalt tulajdonsagok tekintetében 12 toboz- és magmorfoldgiai, nyolc tlianatomiai bélyeget
mértiink, ezekbdl 6sszesen 12 aranypart szamoltunk. A csirazast 2016. aprilis 5. és jinius 19. kozott
heti egy alkalommal rogzitettilk, a mért adatokbol hat csirdzdsi paramétert hataroztunk meg
(International Seed Testing Association-ISTA 1985).

A cirbolyafenyd transzkriptombol torténd markerfejlesztést irodalmi adatgytjtés elozte
meg. A szakirodalombdl az alkalmazkodas folyamataban esetlegesen szerepet jatszo génjeldlteket
valasztottuk ki. Ezt egy 5187 EST és fehérje szekvenciat tartalmazé BLAST-adatbazis 1étrehozasa
kovette, amelyben a feltoltott szekvenciak az NCBI adatbazisbol (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
szarmaztak. A de novo Osszeillesztett kontigokat BLASTN és BLASTX homoldgia alapt
szekvenciakeresésnek vetettiik ald az adatbdzissal. Az igy azonositott szekvencidkat a kodolt
fehérje nevére atneveztiik, sziirtiik és templatként hasznaltuk a primertervezés soran. A markereket
cirbolyafenyon felszaporitottuk, miikodoképeségiik ¢és az atvihetdség értekelésére a
laboratoriumban erdeifenyé DNS-mintakon teszteltiik. A CleanSweep folyamatbdl szarmazo PCR-
termékeket egy irdnyban szekvenaltuk. Annak megéllapitdsara, hogy a génjeldltek valoban
tarsithatok-e az elézetesen feltételezett enzimmel vagy transzkripcios faktorral, valamint annak
vizsgalata végett, hogy a kodolt fehérje szerkezetét milyen mértékben és modon befolyasoljak a
nem szinonim mutaciok vagy indelek, az NCBI adatbazissal az 6sszes marker 6sszes felszaporitott

szekvencidjat ujabb BLASTX azonositasnak vetettiik ala.



2.3. Statisztikai elemzés

A tobozmorfologiai és tiillevélanatomiai paramétereket statisztikai elemzésnek vetettiik ala,
adatkészletiink Osszesen 4448 mért adatot tartalmazott. A modszereket Jasinska et al. (2014),
Marcysiak (2006), Staszkiewicz (1961) valamint Turna és Giiney (2009) modszerei alapjan
valasztottuk ki. Minimum-maximum értékeket, szamtani atlagot, standard szorast, egyvaltozos és
tobbvaltozos szoraselemzést, diszkriminancia-analizist, Mantel tesztet, klaszteranalizist, Pearson-
féle korrelacids analizist végeztiink. A széraselemzést és diszkriminancia-analizist két mddon,
elobb a foldrajzi elhelyezkedés, majd az €lohelytipus szerint elézetesen csoportositott adatsorral is
elvégeztiik.

A morfologiai paraméterek valamint csirazasi paraméterek vizsgalata céljabol statisztikali
elemzést végeztiink a 3240 adatot tartalmazé magmorfologiai adatsoron is. A magok morfologiai
variabilitasat IBM SPSS 20.0 (IBM Corp.) és Microsoft Excel segitségével elemeztiik. Egyvaltozos
ANOVA-t, diszkriminancia-analizist és Mantel-tesztet végeztiink. A maximum-minimum
értékeket, a szamtani atlagot és a standard szorast minden populaciora kiszamitottuk és elemeztiik.
Egyvaltozos szoraselemzést hasznaltunk a valtozok atlagai kozotti szignifikdns kiilonbségek
meghatarozasara. Kétvaltozds korrelacids analizissel a magmorfologiai valtozok, valamint
elébbiek és a csirazasi paraméterek kozotti esetleges kapcsolatot probaltuk kimutatni. A
diszkriminancia-analizist el6bb csak a magmorfologiai adatokkal, majd mind a morfologiai, mind
a csirdzasi paraméterekkel, ,stepwise” modszerrel végeztik. A vizsgalt populacidkat az
éléhelytipus (tézeglap, sziklai felszin és biikkelegyes erdd) alapjan el6zetesen csoportositottuk, az
¢l6helytipus szerinti esetleges differencialodas kimutatasa céljabol. A Mantel tesztet (Mantel 1967)
a morfoanatomiai valtozoknal ismertetett modon, a GenAlEx 6.5 (Peakall és Smouse 2012)
szoftverrel végeztiik.

A szekvenciak szerkesztésére €s vizualizalasara, valamint az SNP-k és indelek elemzésére
a BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9.0 valtozatat (Hall 1999) hasznaltuk. A polimorf
lokuszok szamat, a haplotipusok szdmat, a haplotipus diverzitast, a haplotipus diverzitas
variancidjat és standard szoérasat, a nukleotid diverzitast és a nukleotid-eltérések atlaganak
meghatarozasat a DNS Sequence Polymorphism v6.10.01 (Rozas és Rozas 1995) szoftverrel
végeztik.



3. EREDMENYEK

Foldrajzi elhelyezkedés szerint el6zetesen csoportositott tobozmorfologiai adatokkal a MANOVA-
proba szignifikans kiilonbségeket mutatott (F (20; 820) = 8,25; p <0,001) szignifikans (F (4; 251)>
6,1 p <0,001). Megallapithatd volt, hogy 6t valtozo esetében az Eszaki-Karpatok és a Pannon-
medence allomanyai egy csoportot alkottak. A Keleti-Karpatok allomanyai négy valtozo révén
elkiilontiltek ¢és két valtozd 4altal meghatdrozva egy  csoportba keriiltek a Kozponti-

Szigethegységbdl szarmazo allomannyal (2. abra).
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2. abra. A vizsgalt foldrajzi régiok kozotti statisztikailag szignifikdns morfometriai valtozok. A PB rovidités jelentése: Pannon-
medence (HKO, HFE, HVE, HZA, HOR) NC: Eszaki-Karpatok (SKV, STU, SLI); CIM: Kézponti-Szigethegység (Apuseni)
(RBI, RBE, RML, RMH), EK: Keleti-Karpatok (RPO, RMO, RFE) és SC: Déli-Karpatok (RPA). Populacio nevének roviditését
lasd a roviditési jegyzékben.

A MANOVA proba sordn eldzetes foldrajzi csoportositds alapjan szignifikans
kiilonbségeket talaltunk négy valtozo és harom aranypar esetében: (F (16; 758) = 10,35; p <0,001;
F (126; 659) = 12,62; p <0,001) szignifikans (F (4; 251)> 14,90; p <0,001; F (4; 251)> 9,94; p
<0,001). A Pannon-medence populacidi a négy valtozo és a harom aranypar révén szignifikansan

kiilonboztek az Eszaki-Karpatoktol (3. abra).
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3. abra. A vizsgalt foldrajzi régiok kozotti statisztikailag szignifikans tlilevélanatomiai valtozok erdeifenyén. A PB rovidités
jelentése: Pannon-medence (HKO, HFE, HVE, HZA, HOR) NC: Eszaki-Karpatok (SKV, STU, SLI); CIM: Kézponti-
Szigethegység (Apuseni) (RBI, RBE, RML, RMH), EK: Keleti-Karpatok (RPO, RMO, RFE) és SC: Déli-Karpatok (RPA).
Populacié nevének roviditését lasd a roviditési jegyzékben.

A diszkriminancia-analizis alapjan az eltérések 60,6% -ért felelés elsé valtozo (1.
fliggvény) alapjan a populaciok centroidjai két csoportot alkottak: az elsé a Kozponti-
Szigethegység (3), az Eszaki-Karpatok (2) és a Déli-Karpatok (5), a masodik a Pannon-medence
(1) és a Keleti-Karpatok (4) populacioit foglalta magéaba (3A abra). Az eltérések 20,7% -ért felelds
masodik valtozd (2. fliggvény) elkiilonitette a Pannon-medencétdl (1) a Keleti-Karpatok
allomanyait (4), de az Eszaki- (2) és a Déli-Karpatok (5) tovabbra is egy csoportban maradtak. A
tlilevélanatomiai adatok diszkriminancia-analizise soran a valtozatossag 41,3% -ért felelés els6
valtozo (1. fiiggvény) alapjan a populaciok két jol megkiilonboztetd csoportot alkottak (3B abra):
a Pannon-medence (1), a Kozponti-Szigethegység (3), a Keleti-Karpatok (4), illetve az Eszaki- (4)
¢és a Déli-Karpatok (5) csoportosulasa réveén. Az eltérések 32,2% -ért felelds masodik funkcio (2.
fiiggvény) nyilvanvalova tette a Pannon-medence (1) elkiilonitését a Kozponti-Szigethegység (3)

és a Keleti-Karpatok allomanyaitol.
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3. abra A Pinus sylvestris populaciok kanonikus diszkriminancia-fliggvény analizise tobozmorfologiai (A) és a tiilevélanatomiai
valtozokon (B) alapulé foldrajzi eloszlassal. A PB rovidités jelentése: Pannon-medence (HKO, HFE, HVE, HZA, HOR) NC;
Eszaki-Karpatok (SKV, STU, SLI); CIM: Kozponti-Szigethegység (Apuseni) (RBI, RBE, RML, RMH), EK: Keleti-Karpatok

(RPO, RMO, RFE) ¢és SC: Déli-Karpatok (RPA). Populacio nevének roviditését 1asd a roviditési jegyzékben.

A Mantel korrelacios teszt nem volt szignifikans (R2 = 0,017, p <0,05), sem a
tobozmorfologia, sem a tiilevélanatomia esetében.

A tobozmorfologiai adatokbol élohelytipusnak megfelelden elére definialt csoportokkal az
elvégzett MANOVA teszt szignifikans kiilonbségeket mutatott (F (10; 498) = 13,69, p < (F (2;
253)> 3,46, p <0,05). A lapi populaciok szignifikansan kiilonboztek a sziklai felszinekrdl és vegyes
erdokbdl szarmazoktol, harom valtozé alapjan (4A. abra). A MANOVA-teszt ugyancsak
szignifikans kiilonbségeket mutatott az élohelytipusnak megfeleléen elére csoportositott adatok
alapjan (F (8; 500) = 12,64, p <0,001); szignifikans kiilonbségek (F (2; 253)> 8,00; p <0,001).
Szignifikansan kevesebb gyantajaratot talaltunk a t6zeglapokbol és sziklai felszinekrdl szarmazo

allomanyokban. Harom aranypar esetén az elegyes erdei populaciok szignifikansan kiilonboztek a

masik két él6helytipustol (4B. abra).
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4. ébra: A vizsgalt populaciok ¢léhelytipusainak (t6zeglapok, sziklai felszinek ¢s elegyes erdok) statisztikailag szignifikans
tobozmorfometriai és tiilevélanatomiai valtozoi. Populacio nevének roviditését és éléhelytipusat lasd a roviditési jegyzékben.

A mért tobozmorfologiai adatsorokon alapul6 diszkriminancia-analizis, az eltérések 69,6%
-ért felelds elsé valtozo (1. fliggvény) és a variancia 30,4% -ért felelds masodik valtozo (2.
fliggvény) alapjan két csoport enyhébb elkiiloniilését eredményezte: elegyes erddk (3) és sziklai
felszinek (2) valamint tézeglapok (1) (5A. abra). Ugyanezt az analizist tlilevélanatomiai
valtozokkal elvégezve az adatok éléhelytipus szerinti elézetes csoportositasa utan, kimutathato
volt, hogy az els6 valtozo (1. fiiggvény) felel6s az eltérések 59,2% -ért, a masodik valtozo (2.
fliggvény) az eltérések 40,8% -ért. Harom csoportot azonositottunk: elegyes erddk (3), sziklai
felszinek (2) és t6zeglapok (5B. abra).
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5. abra: A Pinus sylvestris allomanyok kanonikus diszkriminanciaanalizise tobozmorfologiai (A) és tlilevélanatémiai valtozok
révén (B): 1- tézeglapok, 2 - sziklai felszinek, 3 elegyes erdk. Populacio nevének roviditését és élohelytipusat 1asd a roviditési

jegyzékben.

A diszkriminancia-analizisben az éldhelytipus szerint elézetesen harom csoportba sorolt

adatokkal az eltérések 87,3% -ért felelds els6é valtozot (1. fiiggvény) és az eltérések 12,7% -ért

felel6s masodik (2. fliggvény) valtozot, valamint a populacidk két csoportba vald szétvalasat

tapasztaltuk: elegyes erdéket (3) a sziklai felszinekkel (2) szemben a tézeglapokkal (1) (6A abra).

Az analizisbe csirazasi paramétereket is bevonva, az eltérés 93,3% -ért felelos elso (1. fiiggvény)

valtozot €s az eltérés 6,7% -ért felelés masodik (2. fiiggvény) valtozot, valamint az eldbb

bemutatott két csoport erételjesebb elvalasat talaltuk (6B abra).
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6. abra: A Pinus sylvestris L. allomanyok diszkriminanciaelemzéssel, él6helytipusok és magmorfologiai-jellemz6k alapjan (A)
valamint csirazasi paraméterek és magmorfologia révén (B) detektalt elkiiloniilése: 1 - tézeglapok, 2 - sziklai felszinek, 3 - elegyes
erd6k. Populacid nevének roviditését és élohelytipusat lasd a roviditési jegyzékben.
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A hierarchikus klaszteranalizis eredményeként 1étrejott dendrogrammon az RMO és RPS
(oligotrof tézeglapok) csoportosultak, akarcsak az RCO és CHR populaciok (sziklai felszin),
viszonylag jol tamogatva a HZA (biikkelegyes erdd) allomannyal. Egy masik csoportot az RBE és
RVR (sziklai felszin és elegyes erdd) alkotott. Kiilon kiemelend6 az SME éllomany teljesen tavoli

helyzete (7. abra).

Dendrogram using Ward Linkage
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7. abra. IBM SPSS 20.0 szoftverrel generalt dendrogramm, a kiilonb6z6 é16helyekrél: tézeglap, sziklai felszin, biikkkelegyes erd6)
szarmazo6 10 Pinus sylvestris L. dllomany magmorfoldgia adatai alapjan. Populacié nevének roviditését és él6helytipusat lasd a
roviditési jegyzékben.

A kétvaltozos korrelacidanalizist a magmorfologiai valtozok kozotti Osszefliggések
kimutatasara végeztiik és szignifikans — 0,01 és a 0,05-6s szignifikanciaszinten — Gsszefliggést
mutattunk ki a legtobb valtozd kozott. Ugyanaz az elemzés a magmorfologia és a csirazasi
paraméterek kozotti kapcsolat feltarasara — ugyanazon szignifikanciaszinten — a csirazasi
sebességnek a maghossz / szarnyhossz és magszélesség / szarnyszélesség aranyparokkal, valamint

A BLASTN ¢és BLASTX alapt szekvenciaazonositas a BLAST adatbazissal 399
szekvencia kivalasztasat eredményezte. A szekvenciakra tervezett primerek 164 esetben adtak PCR
terméket a Pinus cembra DNS mintakon. Ezek koziil 68 PCR termék jelent meg egyetlen savként
az elektroforetikus gélben. A 68 marker Pinus sylvestris DNS mintakon torténd tesztelése 53 PCR
terméket eredményezett. Ebbol az 53-bol 25 olyan PCR-terméket detektaltunk, amelyek egyetlen
savban fordultak el6 a gélben. Ezeket szekvenaltuk, 20 szekvencia esetén kaptunk mindharom DNS

minta amplifikélt termékére vonatkozoan meggy6z6 kromatogrammot. Visszaellendrizve, a

szekvencidk feltételezett hasonlosagat a legjobb BLAST-taldlat alapjan becsiiltiik meg. Harom gén
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esetén nem talaltunk szignifikdns hasonlosagot. Ennek megfelelden ezeket a szekvencidkat
kizartuk a tovabbi elemzésekbdl. Osszesen 61 SNP talaltunk. Kilenc SNP-t transzkripcios faktort
kodolo génben, de csupan egy konkrét esetben. Indeleket a 22 génjeldlt koziil hét esetében
detektaltunk. Szinonim SNP-t hat szekvencia esetén sikeriilt kimutatni, szamuk 1-t61 8-ig terjedt.
A nem-szinonim mutaciok szdma a génjeloltekben 1-t61 14-ig terjedt és 11 esetben volt

Kimutathato.
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4. KOVETKEZTETESEK

Eredményeink hasonlénak tekinthetéek a szakirodalomban leirtakkal. Az allomanyok
elkiiloniilését tiilevélanatomiai vizsgalatok (Boratynska és Hinca 2003, Jasinska et al. 2014, Pardos
et al. 1990) és tobozmorfologiai adatok (Marcysiak 2006, Staszkiewicz 1993) egyarant
alatamasztjak. Urbaniak et al. (2003) morfoldgiai differencialodast detektaltak a populaciok kozott
ugy az edafikus feltételek, mind az eltér0 genetikai struktura eredményeként. A populédciok
morfologiai és anatomiai eltérései Bobowicz és Korczyk (2000) munkajaban ugyancsak
differencialodast eredményezo tényezoként szerepelnek.

Vizsgalatunk eldszor is az alloményok csoportosulasat jelzi foldrajzi helyzetiik alapjan. Az
Eszaki-Karpatok és a Pannon-medence populacioi 6t toboz- és két tiilevél valtozo alapjan jol
megkiilonboztetett csoportokat hoztak 1étre. Ez az eredmény altaldban 6sszhangban van kordbbi
molekularis vizsgalatokkal (Bernhardsson et al. 2016, Cheddadi et al. 2006, Téth et al. 2017,
Naydenov et al. 2005), makrofosszilia és pollenadat-elemzésekkel (Damblon 1997, Haesaerts et
al. 1996, Jankovska és Pokorny 2008, Richardson és Rundel 1998, Rudner et al.1995, Rudner és
Stimegi 2001, Stieber 1967, Willis és Van Andel 2004), amelyek szerint a f6 rekolonizacids utvonal
Eurdpaban feltehetéen a Keleti Alpok koérnyékén és a Duna-siksagon at huzodott. A Kelet-
Alpokban és Kelet-Kozép-Eurdpaban refugialis helyszinek feltételezhetdk (Bernhardsson et al.
2016, Cheddadi et al. 2006, Naydenov et al. 2005).

Tlilevélanatomiai adatokon alapuld megallapitdsaink ugyancsak Osszhangban vannak a
szakirodalommal. A Pannon-medence populacioi hat anatomiai valtozo alapjan szignifikansan
elkiilontiltek, a MANOVA- ¢és a diszkriminancia-analizis négy morfometriai valtozoja alapjan

pedig a Keleti Karpatok térségébdl szarmazo alloméanyok tavol estek a tobbi populacidtol. Magyari

crer

crer

Nyolc tobozmorfoldogiai valtozora tamaszkodva a diszkriminancia-analizis egyértelmiien
felismerhetd csoportokat tart fel az ¢l6helytipus alapjan. Mindazonaltal a toboz méretét és sulyat

befolyasolhatja a fa kora, a fak altalanos egészsége €és makro- valamint mikro-koérnyezete

crer

crer

valamint a tobbi fenydvel vald verseny hianyaval is magyarazhato (Gil et al. 2002).
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A MANOVA-vizsgalat tobozmorfoldgia eredményei szignifikans kiilonbséget mutattak a
tézeglapokban és a sziklai felszineken névekvé allomanyok kozott. Figyelembe véve ugyanakkor
azt a tényt, hogy a f6ldrajzilag eltérd elhelyezkedésii lapokban a tobozok nem voltak szignifikansan
nagyobbak a mas él6helytipusokbdl szarmazd tobozoknal, megallapithatd, hogy a t6zeglapok a
tobozszerkezetben, és nem a tobozméretben mutatnak eltérést, ez pedig a helyi adaptacio jeleként
értékelheté. Hasonlo fenotipusu populaciok kozott a foldrajzi elkiilontilés hianya hasonloképpen
tapasztalhatd volt a P. canariensis (Gil et al. 2002), P. radiata (Forde 1964) és P. tecunumanii
(Eguiluz 1984) esetében.

A tllevélanatomiai adatokra alkalmazott MANOVA-teszt szignifikansan kevesebb
gyantajaratot mutatott a tézegldpok és a sziklai felszinek allomanyainal, vagy masképpen
fogalmazva, szignifikansan tobbet a bilikkelegyes erdé eredetii allomanyok esetében. Bar nem
tisztazott, a fenyOgyanta szerepet jatszhat a vizszabalyozasban (Bell 2010, Farrell et al. 1991).
Minden elegyes erd6bdl szarmazo mintét a legalacsonyabban fekvd Pannon-medence teriileteirdl
gyljtottiik. Ennek megfeleléen ez magassagi adaptacio jele lehet, vagy pedig a kozos foldrajzi
eredetre utalhat. Hasonlé eredményeket irtak le a Dangasuk és Panetsos (2004) a Pinus brutia
esetén, szerintiik a gyantajaratok magassagi és hosszanti gradiensekhez tortént alkalmazkodas
azonositasara alkalmasak populacion beliil és kozott. Tekintettel arra, hogy az elegyes erdei
mintainkat a Pannon-medencében a legalacsonyabban fekvo teriiletekrél mintaztuk, eredményeink
Osszhangban vannak Wahid et al. (2006) adataival, akik azt talaltak, hogy a tiilevélszélesség
negativan korrelal a tengerszint feletti magassaggal a Pinus pinaster esetében.

A vizsgalatainkban tapasztalt magmorfologiai eltérések dsszhangban allnak az eltérd kornyezethez
tortént morfoldgiai adaptacio eddig kozolt eredményeivel (Alia et al. 2001, Bilgen és Kaya 2007,
Dzialuk et al. 2009, Jasinska et al. 2014, Kinloch et al. 1986, Kobolkuti et al. 2017, Labra et al.
2006, Prus-Glowacki et al. 2003, Pyhajarvi et al. 2007, Semiz et al. 2007, Turna 2003). A
szigethegységi Mluha (RML) tdzeglapbol szarmazdé magok Kisebb tomege, maghossz /
magszélesség, maghossz / szarnyszélesség és magszélesség | Szarnyszélesség aranya a
tapanyaghiany kovetkezményei lehetnek (Vaughton és Ramsey 1998). A Medzi bormi, Mohos,
Poiana Stampei (SME, RMO, RPS) tbézeglapi allomanyok esetében az altalunk tapasztalt
szarnyszélesség szignifikansan alacsony értékeit McGinley et al. (1990) adatai is alatamasztjak. Az
eredményekben bemutatott dendrogramm azt mutatta, hogy a populaciok nem csoportosulnak
egyértelmiien €l6helytipusok szerint a mag- €s szarnymorfologia tekintetében. Ez valosziniileg a

vizsgalt populaciok eltéré eredetével magyarazhatd. A Medzi bormi (SME) allomany
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dendrogrammon beliili tavoli helyzete valdsziniileg abbdl adodik, hogy lapban a Pinus sylvestris
¢és P. mugo kozotti introgressziv hibridizacio kdvetkezett be, amelyet korabban Christensen és Dar
(1997), valamint Wachowiak és Prus-Glowacki (2008) is emlit.

Az egyes magmorfologiai valtozok kozotti korrelacio megegyezik a szakirodalom adataival
(Cervantes et al. 2016, Chambers és Macmahon 1994, Ehrenberg et al. 1955, Greene és Johnson
1993).

A Mantel korreldcids matrixok nem mutattak linearis Osszefiiggést a morfologiai és
foldrajzi tavolsagok kozott. Ez az eredmény vagy azt tiikrézi, hogy a mag fenotipusos
valtozatossagat a genetikai €s kornyezeti hatasok kozotti kovariancia hatdrozza meg (Rehfeldt
1991), vagy annak tudhat6 be, hogy a vizsgalt allomanyok csak kis foldrajzi tartomanyt
képviselnek a faj nagy elterjedési teriiletén.

A diszkriminancia-analizis a magmorfologia, valamint a magmorfologia és csirazasi
paraméterek révén erds differencialodast mutatott. A tézeglapi populacidkat a csirdzasi arany, a
maghossz €s a szarnyhossz alacsony értékei hatdroztdk meg az 1. fiiggvény, és az erdei ¢€s sziklai
allomanyokhoz viszonyitott koztes értékek a csirdzasi sebesség, magtomeg, magszélesség,
nagysaga és szama az anyandvényben felhalmozott tapanyagmennyiség fiiggvénye. Mivel az
ombotrof vagy oligotrof koriilmények alacsonyabb tapanyagellatottsagot jelentenek, a tézeglapi
allomanyok alacsonyabb csirdzasi szazaléka az ilyen tipusu ¢l6helyet jellemzd sajatos
koriilményekkel magyarazhatd. A korrelacid-analizis a csirazasi szazaléknak a maghossz,
sebesség a maghossz / szarnyhossz és a magszélesség / szarnyszélesség aranyparokkal. Korabbi
tanulmanyok kimutattak, hogy a nagy magvakbol termesztett egyedek magasabb ndvekedést €s
tulélést eredményeznek.

A markerfejlesztés és transzfervizsgéalat soran kapott eredmények azt mutatjak, hogy a
tervezett primerek tobb fajon alkalmazhatéak a Pinus nemzetségen beliill. A homolog
szekvencidknak a cirbolyafenydn és erdeifenyon egyarant lehetséges alkalmazasa jovoébeni
lehet6ség arra, hogy a Pinus nemzetségben hasonld régiok felszaporithatoak legyenek.
Eredményeink tehat azt jelzik, hogy a funkcionalisan megjeldlt kodold szekvencidk
felszaporithatoak és genetikai markerekként hasznalhatoak ugyanazon nemzetség viszonylag tavoli
fajai esetén. A polimorfizmust mutato markerekkel eltéré élohelytipusok vizsgalhatoak. Az

altalunk vizsgalt két fajban 25 primer miikddott és az amplifikalt fragmentumok tobbsége magas
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polimorfizmust mutatott. Ezen lokuszok kovetkezésképpen nem konzervativak. Mutacidik
megvaltoztathatjak az altaluk kodolt transzkripcios faktorok €s az enzimek masodlagos szerkezetét,
kovetkezésképpen a funkciojukat is (Fu 1995). Eredményeink a genombol szarmazd mas kodolo
DNS-fragmensek azonositasanak fontossagara vilagitanak ra. A kimutatott SNP-k fontos szerepet
jatszhatnak az adaptacid tovabbi vizsgalatai soran, mivel a fehérje-kodolod 1o6kuszok adaptiv
genetikai varidciohoz kozvetleniil kapcsolédhatnak. Masrészrél a transzkripcidés faktorok
szekvenciavaltozasa szintén fiigghet a DNS-t61 az 5 'UTR régioban. Osszességében ezek a
genetikai kiilonbségek erésen befolyasolhatjak a populaciok alkalmazkodoképességét. Mivel a
fajoknak a kornyezeti valtozasokhoz vald alkalmazkodasi képessége a populaciok genetikai
valtozatossagatol fiigg (Krutovsky és Neale 2005), az adaptiv genetikai variabilitas az érintett

génekben elengedhetetlen a hosszutavu alkalmazkodasi folyamat szempontjabol.
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5. OSSZEFOGLALAS

Vizsgalatunkban egyrészt az erdeifenyd — a Pannon-medencében és a Karpatokban eldforduld
egyes széli allomanyainak — tobozmorfologian ¢és a tllevélanatomian alapuld fenotipusos
differencialodasanak felderitését kiséreltik meg. Eredményeink a paleobotanikai adatokkal
osszhangban vannak, az Eszaki-Karpatok és a Pannon-medence allomanyainak kozos eredetét
jelzik. A tobozmorfologiaban nagy variabilitast tapasztaltunk. A diszkriminancia-analizis feltarta
az allomanyok egyértelmiien megkiilonboztethetd csoportjait és szignifikdns kiilonbséget mutatott
a tézeglapokban ¢és a sziklai felszineken tenyész6 populaciok kozott. A kiillonbozd éldhelyekrdl
szarmaz6 allomanyok kozotti jelentds kiillonbségeket a tlilevélanatomiai bélyegek révén is
kimutattuk. A mért fenotipusos differencialodas éléhelytipus szerinti helyi adaptacio jeleként
értékelheto.

Kisérletiink masodik része a magmorfoldgia és a csirdzasi paraméterek variabilitdsanak
értékelésére vonatkozott a perempopulaciok kozott €és azokon beliill, az élohelytipus
figyelembevételével. A diszkriminancia-analizis a t6zeglapokban tenyész6 allomanyok jelentds
differencialodasat mutatta. A maghossz, szarnyhossz ¢és a csirazasi arany bizonyult a
legmarkénsabb jellemzdének a tézeglap eredetli magok azonositasa sordn.

Végiil, a cirbolyafenyon fejlesztettiink ) molekuldris markereket 25 kiilonb6zé — az
alkalmazkodasban lehetséges szereppel bird — génszakaszra, és ezeket erdeifenyd mintdkon sikerrel
teszteltiik. 22 szekvencian a polimorf 10kuszok szamat, a haplotipus és nukleotid diverzitast,
indeleket, valamint a szinonim és nem szinonim SNP-et elemeztiik. A polimorf 10kuszok szama
egytdl 14-ig terjedt, néhany génszakasz ebbdl a szempontbol kiilonds figyelmet érdemel. A kisérlet
soran szamos SNP-t és indelt talaltunk, ezek kiilonb6z6 kornyezeti feltételekhez torténd adaptacios
folyamatban lehetnek fontosak. Az észlelt nem szinonim SNP-k kiilonds fontossagal birnak, mert
befolyasolhatjak az altaluk kodolt fehérje szerkezetét és funkciojat. A varidbilis szekvenciak 1j
SNP markereket jelentenek az alkalmazkodas tanulmanyozasaban. Mivel az érintett gének adaptiv
genetikai valtozasa elengedhetetlen a stresszes koriilményekhez torténd hosszatavi alkalmazkodas
soran, a benniik fellelhetd SNP-k jellemzése hozzajarulhat az adaptiv variabilitds genetikai

alapjainak megértéséhez.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Tobozmorfolégiai és tiilevélanatémiai vizsgalataimmal bizonyitottam az Eszaki-
Karpatok és a Pannon medence periferialis erdeifenyé allomanyainak kozos eredetét.
Eredményeim osszhangban vannak ezen refugialis helyszinek molekularis

filogeografiai mintazataval.

Szignifikans Kkiilonbséget sikeriilt kimutatni a tézeglapok és sziklai felszinek
erdeifeny6 populacioi kozott. Eredményeim révén ezen sajatos 6koszisztémaknak és a
benne levé populacioknak a kornyezet valtozasaira adott valaszaira

kovetkeztethetiink.

A magmorfolégiaban és csirazasban tapasztalt élohely szerinti elkiiloniilés
kimutatasaval a helyi adaptaciora sikeriilt bizonyitékot szereznem. A magmorfologia

és csirazas kozott tapasztalt korrelacié hasznos lehet a magszelekcio értékelésében.

Adaptiv funkcioval tarsithaté SNP markereket fejlesztettem cirbolyafenyében és
bizonyitottam alkalmazhatésagukat erdeifenyd esetében is. Ezen variabilis markerek
eszkozként hasznalhatéak a késobbiekben az adaptici6 mechanizmusainak

mélyrehatobb megértésében.
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8. A VIZSGALATBAN SZEREPLO POPULACIOK NEVENEK ROVIDITESI
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