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Vizsgélataink az endemikus Linum dolomiticum Borbas egyetlen, fragmentdlédott populécidja gene-
tikai jellemz&inek megdallapitdsara vonatkoztak. Szdzharminc egyed (16 alpopuldcidban) hagyoma-
nyos populdcidgenetikai valtozatossagat irtuk le 16 izoenzimgénrdl kapott adatokkal, genotipusuk
meghatdrozdsdval, mind egyedi, mind alpopuldcids, illetve populdcids szinten. Az alacsony szintl
genetikai diverzitds tiikrozte a faj endemikus voltdt és viszonylagos genetikai besziikiiltségét.
Ugyancsak az izoenzimekrdl szerzett adatokat haszndltuk fel annak megéllapitdsdra, nyomon érhe-
t6-e a populécioé kozelmultjdban lezajlott genetikai palacknyak-hatds, amit az eredmények nem erdsi-
tettek meg. Egy 16 m*es négyzet teriiletén €16 160 egyed RAPD markereirdl kapott térbeli autokorre-
l4cié-vizsgdlat kimutatta, hogy finom léptékben matrilinedris csoportok jellemzik a fajt. Ugyanezek
az adatok nem bizonyfitottak az esetleges klondlis novekedést. Mind az izoenzim, mind a RAPD ered-
mények leptokurtozisos terjedésre utaltak. Bizonyos alpopuldcidk differencidléddsat tarta fel az
exakt teszt, de nem taldltunk korreldcidt az alpopuldciok differencidltsdga és térbeli tdvolsdga kozott.
A megvitatdsban kitértiink lehetséges konzervécios és kezelési tevékenységekre is, amelyekkel a to-
vabbi genetikai elszegényedés kivédhet6.

Kulcsszavak: endemizmus, finom 1éptékd térbeli genetikai szerkezet, genetikai valtozatossag, Linum
dolomiticum, térbeli autokorrelaciod

BEVEZETES

Bennsziilott novényfajunkat a Linum dolomiticum-ot Borbas Vince fedezte
fel és irta le (BORBAS 1897). Ma a faj Magyarorszagon fokozottan védett, veszé-
lyeztetettnek mindsitett (FARKAS 1999, KVM 2001), szerepel a Természetvédel-
mi Vildgszovetség (IUCN) veszélyeztetett fajok voros listdgjan (IUCN Species
Survival Commission 2003), az Eurépai Unié Kornyezeti Informaciés Rendszere
(CORINE) Biotop Projektjében (Commission of the European Communities 1995),
a Berni Egyezményben (1979), a magyarorszdgi Voros Konyv-ben (RAKONCZAY
1989). A faj taxondmiai és 6koldgiai sajatossagait DOBOLYI (2008) foglalta 6ssze.

A faj morfolégiai valtozatossdga csekély, elterjedési teriilete is rendkiviil ki-
csiny: egyetlen, mintegy 1,5 km2-es él6helye ismert a Budai-hegységben. A jelleg-
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zetes él6hely nyilt vagy zart dolomitsziklagyep. Az egyetlen populacié egyedei
tobb, de igencsak korlatozott szamu foltban élnek, amelyeket zart erdds savok
és/vagy mély volgyek valasztanak el egymastol. Bar az é16hely a Budai T4jvé-
delmi Korzet szigorian védett teriiletén taldlhatd, az intenziv turizmus €s a terti-
leten terjedd feketefenyS (Pinus nigra) veszélyezteti a populaciét. Kiemelt
helyzete és a bizonyitott antropogén fenyegetések — kovetkezésképpen nagyfo-
ki novényzetpusztulas — ellenére a dolomitlen genetikai valtozatossagat, élet-
menet jellemzdit, szaporoddsi rendszerét, valamint a populdcié tér- és id6beli
dinamikdjat eddig nem vizsgaltak. Feltételezték, hogy idegen-termékenyiils, s
az enyhén elfdsodo, €s bizonyos egyedeknek a termetéhez képest vastagnak
tekinthetd szdra alapjan hosszi élettartamu virdgos novényként soroltak be. Fel-
meriilt a klondlis novekedés lehet6sége is, minthogy a novények foltokban taldl-
hatéak él6helyiikon. Nincs adat az egyedek lehetséges élettartamarol, a kiilon-
boz6 kort egyedek térbeli eloszlasardl, a magbankrdl, a magoncok elhelyezke-
désérdl, az esetleges zoochoria el6fordulasardl, a propagulumok megtelepedé-
sérdl vagy a kornyezeti tényezdk irdnti érzékenységérdl, mig a rovarok altal
torténd beporzds ismert.

Ismeretes, hogy véletlen események (mint pl. genetikai sodrédas, gén-
aramlds) kis populacidkban allélok elvesztését eredményezhetik, valamint helyi
struktura kialakulasat, €s a szelekcio tekintetében neutralis allélokra mikrodiffe-
rencialédast is okozhatnak. Igy igen erételjesen befolyésoljak a populacié sor-
sat, kolcsonhatdsban olyan jellemzdkkel és tényezdkkel, mint a szaporoddsi
rendszer, az esetleges klondlis novekedési képesség, az él6helyként alkalmas
foltok minimaélis szdma, a kdrnyezet valtozatossiga és a tdj szerkezete. A Linum
dolomiticum esetét tekinthetjiik egy kis termetd faj, térben igen korlatozott, fol-
tokbdl 4ll6 populdciéjanak, amelyben a dinamikat ersen befolyésoljak a kor-
nyezeti hatdsok és azok fluktuacidja: példaul az €él6hely felszinének alakuldsa,
az id6jaras valtozasai, valamint jelentds emberi behatdsok. A feltételezhetGen
limitalt pollen- és magterjedés, az egyedek foltjainak valtozatos egybeolvadasa
és szétszakaddsa, mind-mind érinti a lokdlis kipusztulds, majd djratelepiilés fo-
lyamatait, a paAnmiktikus egyensulytdl vald eltéréseket, a genetikai szerkezet
alakulasat. A konzerviacids célok eléréséhez elengedhetetlen a populacié geneti-
kai szervezddésének, szerkezetének feltardsa, mert ennek alapjan lehetséges a
fenntartds optimalizdldsa és a meg6rzés.

Kovetkezésképpen az aldbbi kérdésekre kerestiink valaszt:

- a) Milyen a Linum dolomiticum genetikai polimorfizmusa, tiikrozédik-e
benne endemikus volta?

- b) Hogyan oszlik meg a genetikai valtozatossdg a populéci6 egészében, a
szubpopuldcidk ellenére panmiktikusnak tekinthet6-e, vagy az alpopulé-
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ciok olyan foltok, amelyek kozott nincs, vagy korldtozott a genetikai infor-
macié aramldsa (migracio stb.)?

- ¢) Ha van migricié a szubpopuliciok kozott, az véletlenszerti, vagy a
stepping stone modellt kdveti?

- d) Kaphatunk-e betekintést a szaporodasi rendszerbe?

- e) Klondlis novekedést ki tudunk-e mutatni, s ha igen, mekkora az egyes
klénok atlagos mérete? (A nagyfoku klondlis novekedés, vegetativ szapo-
rodds noveli a genetikai sodrodas valdszintiségét, valamint a beltenyésztés
esélyét, és jelentdsen csokkentheti az effektiv populdcioméretet.)

- 1) A populéci6 dinamikdjardl szerezhetiink-e informaciot?

Mivel a dolomitsziklagyepek nagyon érzékenyek a fizikai megbontasra, és

a védett teriileten a destruktiv mintavétel szigordan tiltott, nem tartuk fel dolo-

mitlen egyedek gyokérzetét az esetleges klondlis kapcsolatok kimutatasara a

szomszédos novények kozott. Nem-destruktiv mintavétel (300 mg levélanyag)

utani tradiciondlis izoenzim-vizsgalatokat, és egy anndl sokkal érzékenyebb

molekuldris médszert, a RAPD-markerek vizsgalatat vélasztottuk mind a

klonalitds, mind a finom I1éptéki szerkezet feltdrasara. Ez ut6bbi érdekében egy

olyan sz€Is6 helyzeti foltban, ahol b&séges szamban és nagy stirtis€égben nottek
az egyedek, valasztottuk ki a megmintdzand¢ teriiletet, azt feltételezve, hogy
elegend6 nagy szamid RAPD-marker esetén a mddszer eléggé érzékeny ahhoz,
hogy a varhatéan igen csekély izoenzim-polimorfizmus esetén is, annak nem
elegendd feloldoképessége mellett is, kimutassa a klonalitast. Demogréfiai ada-
tok megszerzése érdekében az egyedek megjelenését és eltinését vizsgaltuk egy
kivalasztott 64 m2-nyi foltban, 6 éven keresztiil. Ennek eredményeit egy masik
cikkben foglaltuk 6ssze, de felhasznalhattuk a genetikai szerkezet kihatdsainak
megyvitatasakor is (DOBOLYI 2006).

ANYAG ES MODSZER

Mintavétel, novényi anyag

A populaciéban az elkiiloniil6 teriileteket, amelyeken dolomitlen él,
alpopulacidknak tekintettiik. Viragzo allapotban gydjtottiink leveleket (300 mg)
130 egyedrdl, a 16 elkiiloniils foltbdl (1. dbra) gy, hogy az alpopuldciék meg-
felelen képviseltessék magukat. A megmintdzandé novényeket az aktudlis folt
alakjat kovetve, vagy egy transzekt mentén valasztottuk ki. A folton beliil az
egyedek helyét a foltra fektetett négyzethalon bejeloltiik. A foltok kozéppontjat
GPS-szel hataroztuk meg. Ily médon mindegyik minta relativ helyzetét azono-
sithattuk.
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Izoenzim-vizsgdlatok

Az aldbbi 11 izoenzimrendszert vizsgaltuk: alkohol dehidrogenaz (ADH,
EC. 1.1.1.1), észterdaz (EST, EC. 3.1.1.1, kolorimetrikus), glutamat-oxalacetat
transzamindz (GOT, EC. 2.6.1.1), leucin aminopeptidaz (LAP, EC. 3.4.11.1),
maldt dehidrogendz (MDH, EC. 1.1.1.37), menadion reduktiz (MNR, EC.
1.6.99.2), foszfoglukéz izomerdz (PGI, EC. 5.3.1.9), foszfoglukomutdz (PGM,
EC. 2.7.5.1), 6-foszfoglukonsav dehidrogenaz (6PGDH, EC. 1.1.1.43), szuper-
oxid dizmutdz (SOD, EC. 1.15.1.1, 2 gén), sikimisav dehidrogendz (SKDH, EC.
1.1.1.25).

Az elvélasztasokat keményitd és akrilamid gél-elektroforézissel végeztiik:
a 300 mg-nyi levelet folyékony N-nel porrd dorzsoltiik, és az aldbbi extrahdlo
puffer 1 ml-ében olvasztottuk fel, maximum +4 °C-ig: 50 mM Tris(hidroxy-
methil)aminometan — HCI pH = 7.8, 0,15% citromsav, 0,1% L-cisztein, 0,1%
L-aszkorbinsav, 5% polyvinylpirrolidone (Ms.: 40 000), 0,3% kélium-meta-
biszulfit, 5% szachar6z (mindegyik w/v %), 100 ul 2-merkaptoetanol pro 100
ml extrahdlo puffer. A keletkezett stiri keveréket centrifugaltuk (+4 °C, 8000 g)
10 percen &t, majd a feliiliszoé kis mennyiségeit (2040 pl) vittiik fel az elektro-
forézis géljeire, vagy —80 °C-on taroltuk tovébbi felhasznaldsig. Az EST, GOT,
LAP, PGI és PGM izoenzimek elvalasztisihoz SOLTIS és mtsai (1983) 7-es
pufferrendszerét alkalmaztuk 11%-os keményitd géllel, mig a 6PGDH és MNR
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1. abra. A teriilet vazlatos térképe: a Linum dolomiticum fragmentdlt populdciéja. A szdmok

(1-16) az alpopuléciokat (él6helyfoltokat) jelolik. A térképen 1 koordindta-egység 50 m linedris
tavolsdagnak felel meg.
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esetében ARULSEKAR és PARFITT (1986) B-rendszerét és 11,5%-o0s keményitd
gélt. Az ADH, MDH, SKDH és SOD izoenzimeit 10%-o0s Davis-féle akrilamid
gélen szeparaltuk (DAVIS 1964). Az EST, GOT, LAP, ADH, MDH, SKDH ¢és
SOD festése oldattal, a PGI, PGM, 6PGDH és MNR izoenzimeké agar-feliil-
rétegzéses modszerrel tortént (CONKLE és mtsai 1982). Az elkiilonithetd izo-
enzimgéneket az enzim neve utdn tett nagybetiivel jeleztiik az dbécé sorrend;jé-
ben, a leggyorsabb vandorldsu lokusztdl kezdve. Az egyes gének alléljait sza-
mokkal azonositottuk, ahol is az 1-es a leggyorsabb valtozatot jelenti.

RAPD-markerek

A 9-es folt egyik, északnyugati részében 1évG, legstirtibb mikroaredjat
(4 m x 4 m) vélasztottuk a RAPD-vizsgalatokhoz annak eldontésére, hogy mi-
lyen lehet a szomszédos helyzetli egyedek genetikai viszonya, és az esetleges
klondlis foltok kimutatasara. A teriiletet egy 10 cm x 10 cm-es hdléval boritot-
tuk le, majd 160 egyedet mintdztunk meg, a helyzetiiket a négyzethdl6 szerint
regisztralva.

Genomi DNS-t vontunk ki 300 mg levélb6l DOYLE és DOYLE (1987) méd-
szerével, amelyet kiegészitettiink egy magas sotartalom mellett végzett precipi-
tacios tisztitasi [épéssel (ALDRICH és CULLIS 1993). A fragmentumok PCR-es
felszaporitdsat az Operon Technologies cég (Alameda, Kalifornia, USA)
random dekamér primereivel végeztiik. A PCR reakciéelegy dsszetétele: 50 ng
genomi DNS, a Tag-polimeraz sajat 1x PCR puffere, 0,4 uM primer (mindket-
tére), 150 uM dNTP (mind a négyfélére), 0,8 U Taq DNS polimerdz enzim
(Roche), 25 ul végtérfogatban. A PCR profilja: 3 perc 95 °C-os kezdeti denatu-
ralds, 43 ciklusos felszaporités, ahol 1 perc 94 °C, 1 perc 35 °C primerkotés, 2
perc 30 mdasodperc 72 °C szintézis szerepelt, és végs6é szdlhosszabbitds 72
°C-on 10 percig, ABI 9700 PCR késziilékben.

A felszaporitott fragmentumokat 1,4%-os agar6z gélen vélasztottuk el
0,5%-0s TBE pufferben 4V/cm fesziiltséggel, a jelz6festék 16 cm-es futtatisdig.
Ezutan utélagos etidium-bromidos (1 pg/ml, 20 perc, 3 x 10 perc desztillalt vi-
zes mosas) festéssel jelenitettiik meg, Kodak Polaroid GelCam kameraval doku-
mentaltuk.

ADATELEMZES

A kovetkezd hagyomdnyos genetikai valtozatossdgi jellemzdket szdmitot-
tuk ki: polimorf izoenzimlokuszok aranya (P-), atlagos allélszam (N,), effektiv
allélszam (V,), allélgyakorisagok, Shannon-féle informdaciés index [ =—Zp; Inp;,
ahol p; az i-ik allél gyakorisdga az egyes génekre (BROWN és WEIR 1983), meg-
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figyelt heterozigécia (H,), Hardy—Weinberg-féle varhatd heterozigdcia (geneti-
kai diverzitas) (H.) a polimorf lokuszokra (kis mintaszamra korrigalva, LEVENE
1949, NEI 1978), és a Wright-féle beltenyésztési koefficiens (F = 1-H+/H,)
(WRIGHT 1922), a heterozigéta-hidny vagy -tdlstily mértékeként. y2-tesztet vé-
geztiink a varhat6 F = 0 értékt6l vald eltérés szignifikancidjanak megallapitasa-
ra, ahol 42 = NF2(a—1), N a mintaszam, a az allélszam az aktudlis génnél, a sza-
badsagi fok pedig df = a(a—1)/2.

A multilokuszos panmiktikus egyenstlytél valé eltérést SMOUSE és mtsai
(1983) soklokuszos analizismédszerével jellemeztiik: r, a gamétaegyenstlytol
valé eltérés effektiv korrelaciés mértéke egy populacidra, a random gaméta-
egyesiiléstdl valo eltérést pedig WHD értéke jelzi. Az els6 az egy lokuszpdarra
kapott standardizalt disequilibrium, a masodik érték pedig a panmixistSl vald
eltérés jellemzdje.

Az egyedek kozotti paronkénti nem-sulyozott genetikai tavolsdgot a PEA-
KALL és mtsai (1995), valamint SMOUSE és PEAKALL (1999) altal sokalléles ko-
domindns génekre kifejlesztett additiv genetikai tdvolsagi metrikdval adtuk meg.
Egy kodomindns génnél az egyedparokra genotipusuk szerint példaul az i-edik,
Jj-edik, k-adik és [-edik allélokkal a kovetkezd silyozatlan négyzetes tdvolsagi
értékkészlet adhat6 meg: dz(ii’ i) = 0, dz(ij’ i) = 0, d2(ii, ij) = 1, dz(ij’ ik)=1, dz(ij, k)= 2,
d%Gi, k) = 3, és d2i, jj) = 4. A soklokuszos tdvolsdghoz az értékeket génenként
osszegezik, mint (d>(L génre) = L= 1d%;)), feltételezve, hogy a gének fiiggetle-
nek egymast6l. Mindegyik génre és az 6sszes génre egyiittesen az N x N méretd
tavolsagi matrixot szamitottuk ki. Ez szolgalt alapjdul az egyedek genetikai vi-
szonyai megjelenitésének, klaszteranalizishez, UPGMA modszerrel. Kiszami-
tottuk az egyedek kozotti tavolsagok kovariancia-matrixat és a linedris genoti-
pusos tavolsagokat is, amelyeket térbeli autokorrelacids analizishez haszndl-
tunk fel (SMOUSE és PEAKALL 1999, PEAKALL és mtsai 2003). A linedris
paronkénti tdvolsdgi matrixok adtdk meg az egyedek, illetve az alpopulédciok
euklideszi tdvolsdgait a térbeli autokorrelacid vizsgélatdhoz, az egyedek, illetve
a foltok kozéppontjanak koordinatdibol szamitva.

Az i-edik és j-edik egyed allélikus allapotanak korrelacids koefficiensét

(mint egy a tobb génre egyiittesen kombindlt rokonsagi koefficienst) LOISELLE
és mtsai szerint (1995) szamitottuk ki:
Fij= 2%, (PilaP1a )PjlaP1a) | Z1Za(Pra(1-p1a)) + 1/(n=1), ahol py;, az a allél gya-
korisaga az 1-edik génen az i-edik egyedben, €s p;j, ugyanez a j-edik egyednél,
pedig az allélok szdma az l-edik génnél (LOISELLE és mtsai 1995). Ez a koeffi-
ciens a homoldg allélok alapjan irja le a genetikai korreldciét. A térbeli auto-
korrelaciot ezzel a rokonsagi koefficienssel is megvizsgaltuk.
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A legutébbi néhany (1-20) generacidban bekovetkezd palacknyakhatas ki-
mutatdsdra egy grafikus modszert alkalmaztunk, amely a polimorf gének allél-
gyakorisdgdnak eloszldsan alapul (LUIKART és mtsai 1998). Ezzel az egyszert
modszerrel nyomon kovethetd a szelekciésan neutrdlis gének kis gyakorisagi
(< 0,1) alléljainak eloszlasi eltorzulasa (valészintiség 0,8).

A foltok (alpopuldcidk) kozotti genetikai valtozatossdgot tobb moédon
vizsgaltuk. NEI (1978) alapjan becsiiltiik az alpopuldcidk korrigdlt genetikai ta-
volsdgat. WEIR és COCKERHAM (1984) ,.nested” ANOV A médszerével szami-
tottuk ki a Wright-féle F-statisztikdt (WRIGHT 1965), amelyben Fir mutatja
meg a Hardy—Weinberg-egyensily esetén a teljes populdciéra varhatd belte-
nyésztési koefficienstdl valo eltérést, Fig a foltokon beliili nem-véletlen paroso-
das kovetkeztében fellépd heterozigdcia eltérés mértéke, Fsr pedig a teljes ge-
netikai variabilitdsnak az a része, amely az alpopuldciok kozott oszlik meg, az
allélgyakorisagi kiilonbségek miatt. A fixacids indexeket AMOVA eljardssal
(EXCOFFIER és mtsai 1992), a standard hibdkat jackknife mddszerrel szamitot-
tuk ki. A hierarchikus varianciaanalizishez az alpopulacidkat nem csoportosi-
tottuk, az analizis a teljes varianciat, mint az egyedi és az alpopulacidk kozotti
kiilonbségek miatt fellépd kovariancia komponenseket tartalmazza. Az alpo-
puldciok differencidlédasat elemzd exakt teszt az alpopuldcié-parok kozott
vizsgélta az egyedek eloszldsdnak véletlenszertiségét (RAYMOND és ROUSSET
1995, GOUDET és mtsai 1996). A tavolsdgok kovetkeztében fellépd izolalodas
esetén azt varhattuk, hogy az alpopulacié-paronként szamitott Fgr/(1—Fgt) ara-
nyok linedrisan novekednek azok térbeli tdvolsdganak logaritmusaval (ROUS-
SET 1997). Vizsgaltuk ezeknek az ardnyoknak a regressziéjat a linedris tavolsa-
gok logaritmusdval, majd a regressziés meredekség (blog) szignifikancidjat
Mantel-teszttel allapitottuk meg.

Az egyedek paronkénti genotipusos tdvolsdganak matrixat a PEAKALL és
mtsai (1995) altal kodomindns génekre kidolgozott AMOV A mddszerrel vizs-
galtuk, hogy a populdcié differencialtsagit az egyedek tényleges genotipusos
Osszetétele alapjan lathassuk. Ezt a véaltozatossagot a teljes variancia, valamint
az un. ®-statisztika értelmében néztiik. Ez utébbindl a ®py a folton beliili egye-
dek genotipusos korreldcidja az egész populdcidra vonatkoztatott értékhez vi-
szonyitva. A foltokra (alpopuldcidkra) értelmezett hasonl6 korrelacidardnyt is
kiszamitottuk, annak szignifikancidjat 1000 random permutaciéval teszteltiik.
Az alpopuléciok paronkénti @pr értékeit is azok genetikai tdvolsdganak jellem-
zésére hasznaltuk.

Ezenfeliil klaszteranalizis (UPGMA), neighbour joining (NJ) eljaras, a mi-
nimadlis feszit6fa (MST) elkészitése és fokoordinata-analizis (PcoordA) segitett
az egyedi és az alpopuldcids genetikai differencidl6das szemléltetésében. Hogy
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a lehetséges térbeli genetikai differencidlédasi trendet meglathassuk, dsszeha-
sonlitottuk a flkomponens-analizis eredményeit és a matrixok korrespondencia-
janak Mantel-tesztjeit végeztiik el, hogy a linedris tdvolsagok és a genetikai ta-
volsdgok (a mintak és az alpopulacidk esetére is) korrelacigjat pontosabban ki-
mutathassuk. Az eredmények szignifikancidjat a matrixok elemeinek random
permutécidjaval teszteltiik. Emellett mindegyik génre, valamint a kombinalt ge-
netikai tavolsdgokra is, a térbeli autokorreldciés koefficienst (r) szamitottuk ki.
Szignifikancidjanak tesztje azon a hipotézisen alapult, hogy nincsen térbeli
strukturdltsdg. Az egyedeket a térbeli pontok kozott random cserélgetve és r ér-
tékének Ujraszamoldsdaval 999 random térbeli permutaciét végeztiink, a tényle-
ges megfigyelés adatait, mint az 1000. permutéciot tekintettiik, a 95%-os konfi-
denciahatdrokat a rendszerezett 1000 korrelacios érték 25. €s 975. értéke alapjan
vettiik. Az r koriili konfidencia-intervallumot pedig bootstrap médszerrel hata-
roztuk meg.

A RAPD-markerek mintdzatait a fragmentumok/savok jelenléte/hidnya
alapjan felvett bindris adatmdtrixan alapulva hasonlitottuk 6ssze. Hogy az esetle-
ges klonok tagjait/rametjeit kimutathassuk, az egyes mintdkra a paronkénti egy-
szerl egyezési (SM) koefficienst szamitottuk ki, aminek alapjan az SM = 1 érték-
kel rendelkezoket tekintettiik egy klon rametjeinek. A paronkénti bindris genoti-
pusos tdvolsagot HUFF €s mtsai (1993) alapjan a D = n[1 — (2ny,/2n)], képlettel
szamitottuk, egy euklideszi tdvolsagi mértékkel, amelyben 2n,, a kdzds sdvok
szamat, n pedig az Osszes sav szamat jelenti. Majd UPGMA és NJ alapjan néztiik
a mintak genetikai viszonyait a 16 m2-es foltban. A finom 1épték szerkezet tisz-
tdzasahoz a mintdk genotipusos tavolsdganak matrixan és linedris térbeli tdvolsa-
gi matrixan térbeli autokorrelaciés analizist és Mantel-tesztet végeztiink.

Az adatok elemzéséhez a kovetkez6 szamitégépes programcsomagokat
hasznéltuk: ARLEQUIN ver. 2.00 (a software for population genetics data
analysis) (SCHNEIDER és mtsai 2000), GenAlEx V5.1 (genetic analysis in Ex-
cel) (PEAKALL és SMOUSE 2001, PEAKALL és mtsai 2003), NTSYSpc 2.1
(numerical taxonomy and multivariate analysis system) (ROHLF 2001), POPGENE
Version 1.32 (Microsoft Window-based freeware for population genetic analy-
sis) (YEH és mtsai 2000), SPAGeDi 1.1 (a program for spatial pattern analysis of
genetic diversity) (HARDY és VEKEMANS 2002), SYN-TAX 2000 (computer
program for data analysis in ecology and systematics) (PODANI 2001).
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EREDMENYEK

Izoenzim-vizsgdlatok

Genetikai diverzitds. Az izoenzimek génjei koziil 5 bizonyult mono-
morfnak (EST-C, GOT-B, 6PGDH-A, SOD-A és SOD-B) a 130 minta alapjan.
A MNR mint4zataban két aktivitasi zona, feltételezhet6en 2 gén volt megfigyel-
hetd. Annak ellenére, hogy a lassti mobilitdsu lokusz variabilis volt, 2 lehetséges
alléllal, kihagytuk az analizisb6l, mert tobb mint az egyedek 40%-4nal igen
gyenge, megbizhatatlan fest6dést mutatott. Hasonlé médon a LAP esetében is
volt egy masodik, gyenge, instabil fest6dési gén is. A teljes populdcidra vonat-
koz6 genetikai diverzitdsi értékeket az 1. tdblazat mutatja be: A polimorf
lokuszok ardnya P- = 66,6% volt — polimorfnak véve egy gént, ha egynél tobb
allélja jelent meg; a MNR gént kihagyva az érték 68,7% lett; a 0,05 géngyakori-
sag kizdrasi szinttel pedig Po =43,8% (7 polimorf gén 16 koziil). A végsd elem-
z€st 11 gén 24 alléljaval készitettiik.

A génenkénti atlagos allélszam N, = 1,813 volt; a polimorf génekre 2,182;
a 0,05 gyakorisagi kizarasi szinttel 1,563. Az atlagos effektiv allélszdam N, =
1,204, a polimorf génekre 1,297. A Shannon-féle valtozatossagi index I =0,224,
0,052 és 0,995 kozétt varidlva (SKDH-A és EST-A génnél), a polimorf génekre
0,325. A ritka allélok gyakorisaga 0,009 és 0,038 kozott valtozott, és mindig
heterozigéta genotipusban fordultak eld.

Megillapithat6 volt a panmiktikus egyensilytdl valé eltérés tobb génre. Az
atlagos megfigyelt heterozigocia értéke Ho = 0,094 volt, a Nei-féle genetikai
diverzitas (varhat6 heterozigécia) H, = 0,124, ennek Levene szerinti korrigalt
értéke (LEVENE 1949) pedig 0,122; a fenti értékek az egyes génekre nézve je-
lentdsen valtozatosak voltak (0,015-0,392, 0,018-0,606 és 0,018-0,606). Ha-
sonldan széles hatarok kozott valtoztak az F értékek is (-=0,070-0,492). Az
ADH, a GOT-A és az SKDH-A esetében a megfigyelt heterozigdcia tullépte a
varhat6 értéket, —0,070, —0,028 és —0,009 fixacids index-szel, de ezek egyike
sem volt szignifikans. Hét génnél (EST-A, LAP-A, MDH-B, PGI-A, PGI-B,
6PGDH-B, és 6PGDH-C) y2-teszt szerint szignifikans volt az eltérés P = 0,05
szinten, heterozigdta-hidnnyal.

SMOUSE és mtsai (1983) sokgénes analizis mdédszere szerint az atlagos ef-
fektiv korreldcio (a génparokndl az allélok szerint tapasztalhaté atlagos eltérés a
gamétaegyensilytol) r, = 0,1783 volt P = 0,00006 szignifikancidval. Hasonl6-
képpen szignifikadns volt az eltérés a gamétaegyesiilés véletlenszertségét illets-
en, WHD = 0,3631 (P = 0,00003). A hagyoményos becsiilt Fp érték (0,2299;
P =0,0001) és az 1. tablazatbeli F fixacids index értékek, valamint a fenti mérté-
kek beltenyésztésre, illetve rokon egyedek egymds kozotti szaporoddsara utalnak.
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Az egyedek paronkénti négyzetes genetikai tdvolsidga alapjan kimutatott
rokonsagi viszonyokat mutatja be a 2. dbra UPGMA klaszterezéssel, a 3. dbra
pedig f6koordindta-analizissel. Mind az UPGMA fa, mind a haromdimenzids
fékoordinata-abrazolas szerint lathaté az azonos folthoz tartozé egyedek enyhe
csoportosuldsa.

LUIKART és mtsai (1998) grafikus mddszerével nem talaltunk modalis val-
tozast az allélgyakorisdgok eloszldsdban a varhat6 eloszlashoz képest (4. dbra),
igy nem dllithatjuk, hogy a populéci6é kozelmultjaban genetikai palacknyak-
hatas 1épett volna fel.

A genetikai vdltozatossdg eloszldsa. A térbeli autokorrelacids vizsgalatok
els6 foka az egyedek szintjén, az egyes génekre kiilon-kiilon, illetve a sokgénes
megkozelitéssel késziilt. Légvonalban 1715 m volt a legnagyobb tdvolsag meg-
mintazott egyedek kozott, €s ezt a tavolsagot 34 tavolsdgi osztalyra osztottuk.
Igy egy tavolsagi osztily egységnek 50,45 m felelt meg, ami osszevethetd a te-
repen taldlhat6 lenes foltok atmérdjével. Az egyedek genetikai tdvolsdga és linea-
ris térbeli tavolsdga kozott fenndll korrelacid kimutatdsdra végzett Mantel-
teszt igazolta a korrelaciot a teljes sokgénes genetikai tavolsag és az egyedek lo-
kalizacidja kozott, r=0,116 (P =0,003) random permutécids értékkel. Az egyes
géneket kiilon tekintve az ADH, GOT-A, LAP-A, MDH-B, PGM-A és
6PGDH-C esetében a szomszédos mintdk rokonsaga volt tapasztalhaté a térbeli
autokorrelogramokon, de ezt az EST-A, PGI-A, PGI-B, 6PGDH-B és a
SKDH-A géneknél nem tapasztaltuk. A sokgénes ®@py értékekkel a korrelogram
és az abszcissza metszéspontja a 2,33 (1,996) tavolsagi osztalyndl jelentkezett, s
eszerint atlagosan 117,5 (99,8) m annak a négyzetnek az oldala, amelyen beliil a
genetikai rokonsdgot mutaté egyedek taldlhatéak (5. dbra). A Loiselle-féle ro-
konsagi koefficiens esetében ugyanezt a trendet tapasztaltuk, az x tengely met-
széspontja 2,0 tavolsagi osztalyndl volt, ami 100,9 m oldald négyzetnek feleltet-
heté meg.

A 16 alpopuldcidra az allélikus mintdzatok sordban (2. tdblazat) az atlagos
allélszam (N,) 1,2 és 1,733 kozott volt, a legmagasabb érték a 3-as foltban. A
legnagyobb effektiv allélszam (N, = 1,265) a 13-as alpopuléciondl, a masodik
legmagasabb érték (1,247) a 3-asndl adddott. Ugyancsak ennél a két alpopuld-
ciondl volt a legmagasabb a heterozigécia, H, = 0,139 és 0,130, a legnagyobb
Shannon-féle informécids index (0,247) pedig ismét a 3-as foltndl. Ritka
allélokat 5 alpopulaciondl taldltunk (3, 4, 5, 10 és 11), melyek koziil a 10-es
sz€1s6 helyzetli. Azoknak a kozos alléloknak az atlagos szdma, amelyek frek-
vencidja nem lépte til a 0,25-6t, illetve 0,5-6t, ismét a 3-as foltnal volt a legma-
gasabb, 0,333, illetve 0,467. Az alpopulacidkra szamitott polimorf lokuszok
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2. abra. A paronkénti négyzetes, sokgénes genotipusos tavolsdgok (SMOUSE és PEAKALL 1999)

szerint késziilt UPGMA dendrogram, a 130 Linum dolomiticum egyed izoenzimes adatai alapjan.

A jelolésekre sz016 szamok az egyed szarmazdsat mutatjak az alpopuldcidk (foltok) szerint (1-16).
@ = négyzetes sokgénes genotipusos tavolsag.
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X

3. abra. Haromdimenzids f6koordindta-analizis eredményének abrazoldsa a 130 Linum dolomi-

ticum egyed sokgénes négyzetes genotipusos tdvolsdga alapjdn (SMOUSE és PEAKALL 1999). A

jelolések a kiemelt szarmazasi alpopuldciét (foltot) mutatjdk: @ —9; ¥ — 13; x — 14; + - 15; * —

16. Az 1-es, 2-es és 3-as tengely a variabilitds 46,7, 22,7 és 20,1%-at magyardzza (kumulative
89,5%).

Allélok szama

1 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Allélgyakorisagi osztaly
4. abra. A 11 polimorf izoenzimgén 24 alléljanak gyakorisdgi eloszldsa egyenletesen vett gyako-
risdgi csoportokkal: 0,001-0,100, 0,101-0,200, 0,201-0.300 stb. A kis és a nagy gyakorisagu
osztalyok értékei: 0,001-0,100, illetve 0,901-0,999, kozottiik 8 kdzepes gyakorisdgu osztéllyal.
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3. tablazat. F-statisztika (WEIR és COCKERHAM 1984 szerint) becslések a polimorf
izoenzimgéneknél a Linum dolomiticum populdcidjara, ANOVA segitségével.

Gén Fir Fis Fyr
ALL 0,2093 0,1684 0,0492
ADH -0,0597 —-0,1057 0,0416
EST-A 0,3578 0,3389 0,0287
GOT-A —-0,0156 —-0,1122 0,0868*
LAP-A 0,4590 0,1500 0,364*
MDH-B 0,1580 0,1647 -0,0079
PGI-A 0,4947 0,4990 -0,0086
PGI-B 0,1846 0,1948 -0,0128
PGM-A 0,0244 -0,1823 0,1748%*
6PGDH-B 0,3814 0,3585 0,0357
6PGDH-C 0,1928 0,1455 0,0554*
SKDH-A —0,0046 -0,0003 -0,0043
Jackknife-korrigdlt becslések (sokgénes)

Atlag 0,2299 0,1939 0,0475
SE 0,0893 0,1106 0,0259

* = P < 0,05 szignifikancia, SE = standard hiba.

malis feszit6fa demonstralja az alpopuldcidk genotipusos viszonyait: a 9., 14,
16., valamint a 13., 15. foltok enyhén elkiiloniilnek (6. dbra). A térbeli
autokorrelédcidés eredmények a foltok Fgp, @pr értékeire, és az Fgr/(1-Fg7) reg-
resszidja az alpopulédcidk tdvolsdganak logaritmusdra Mantel-tesztje azonban
nem mutatott szignifikdns tdvolsag szerinti izoldciét [r = 0,004 (P = 0,4)] (7a
és 7b abra).

RAPD-elemzések. Az el6zetes vizsgélatok sordn 38 primer koziil valasztot-
tuk ki azt a 13-at és a veliik amplifikalt 62 RAPD fragmentumot, amelyeket be-
vontunk a végsd kiértékelésbe (4. tdblizat).

A RAPD-mintazatok/fenotipusok dsszehasonlitdsdval, a 62 sdv mintazata-
nak kovetésével finomabb feloldassal volt feltarhat6 az egyedek genetikai vi-
szonylata, mint a 16 izoenzimgén genotipusai alapjan. A 9-es alpopulécio, —
amelynek az egyedei koziil néhany a 2. dbra UPGMA f4jdnak X-szel jelzett 4ga-
ban lathatd, — egy kisebb foltjadban mintaztuk meg a novényeket.

A 160 megmintdzott egyed koziil 157-re kapott SM koefficiens-matrix
alapjan késziilt a 8. dbra UPGMA fija — 3 egyedet kihagytunk az értékelésbol
bizonytalan fragmentamplifikalds miatt. A 157 egyed koziil 103-ndl kaptunk
0,9-nél magasabb SM értéket, ami jelzi a nagyfoku genetikai hasonldsdagot. De
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csak 5 esetben kaptunk teljesen megegyezd soksavos fenotipust: a 12-13-14, a
19-22-36, a 44-51, a 80-82—84 és a 144145 mintdknal. Ezeknek a novények-
nek kovettiik az elhelyezkedését a foltban és megallapithattuk, hogy csak a
12-13, 19-36, 82-84, és 144—145-6s parokra bizonyos, hogy azonos a sokgénes
genotipusuk, azaz redlis, hogy azonos klénba sorolhaték. A tovabbi 5 egyednél
(14,22, 44, 51 és 80), tavoli térbeli helyzetiik alapjan nem valészind, hogy azo-
nos klontagok lennének (9. dbra). Az azonos RAPD-mintazatot olyan extrém
alacsony genetikai véltozatossdg magyardzhatja, amely miatt még a 62
RAPD-lokusz sem mutatott ki kozottiik eltérést. (A 11 izoenzimgén 24 allélja
még ennél is sokkal rosszabb feloldoképességgel rendelkezett volna). Ez utdb-
bi, azonos genotipust mutaté mintdknal a magyarazat a novény felszin alatti el-
dgazdsa lehet: a megmintazott dgak valdszintien azonos novényhez tartoztak, s a
felszinre bukkand eldgazdsok kozotti szakaszokat kicsiny, 10-20 cm atmérdjd
dolomitdarabok fedhették.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34
Tavolsagi osztaly

Tavolsagi osztaly

5. abra. Sokgénes térbeli autokorrelacids elemzés eredménye a 130 dolomitlen egyed genotipusai
alapjdn. a) A korrelogram aldtdmasztja, hogy szignifikdns genetikai hasonlésdg létezik 2,33
(£1,996) tdvolsdgi osztdlyon beliil, vagyis nem véletlenszerli a genetikai szerkezet dtlagosan
117,5 (#99,8) m oldald négyzetnek megfeleld teriileten. r = korreldcids koefficiens, szaggatott
vonal = felsd és als6 konfidenciahatdrt jelzi 999 permuticié alapjan (SMOUSE és PEAKALL 1999).
A vonalak a 95%-os konfidencia-intervallumot mutatjdk bootstrap becsléssel. b) A 130
dolomitlen egyed Loiselle-féle (LOISELLE és mtsai 1995) rokonsdgi indexe alapjan készitett
térbeli autokorreldcids analizis eredménye. Az x tengely metszéspontja pozitiv korreldciot jelez
2,0 tavolsagi osztdlyon, dtlagosan 100,9 m oldali négyzeten beliil.
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4. tablazat. A RAPD-polimorfizmus vizsgalatdhoz felhasznélt primerek és a figyelembe vett
fragmentumok szama.

Primer 5’— 3’ szekvencia Fragmentumok szdma
OPA-11 CAATCGCCGT 7
OPA-16 AGCCAGCGAA 7
OPA-17 GACCGCTTGT 6
OPB-03 CATCCCCCTG 6
OPB-07 GGTGACGCAG 5
OPB-08 GTCCACACGG 3
OPB-10 CTGCTGGGAC 7
OPB-12 CCTTGACGCA 4
OPB-16 TTTGCCCGGA 2
OPB-18 CCACAGCAGT 6
OPB-19 ACCCCCGAAG 4
OPB-20 GGACCCTTAC 1
OPK-08 GAACACTGGG 4

A 10. dbra NJ fajan a 157 RAPD-mintazat kozeli rokonsagi csoportjai
szembet{inGen lathatdak (4. tablazat). Részletesen kovettiik a NJ fa egyes dgain
elhelyezkedd mintak pozicidjat a 4 m x 4 m-es mintateriileten. Az A, B, C és
D-vel jelzett dgakon 1évé mintdk fizikai elhelyezkedését mutatja be példaul a
11. dbra.

A 40 tavolsagi osztillyal végzett térbeli autokorreldcids analizis (12. dbra)
szignifikdns genetikai korrelaciot tart fel a 17,44 tavolsagi osztdly hatdron beliil: va-
gyis egy atlagosan 244,1 cm-es oldald négyzetes teriileten novekedd egyedek gene-
tikai rokonsaga szignifikdnsan nagyobb anndl, mint amit a genotipusok random el-
oszldsa alapjan véarhattunk a 16 m2-en (Mantel-teszt, r = 0,282, P = 0,001).

Az izoenzimes és a RAPD-vizsgalatok Mantel-tesztjeinek és térbeli auto-
korrelacios elemzésének dsszehasonlitdsakor bebizonyosodott, hogy a RAPD-
modszer feltarta a kis 1éptékd szerkezetet még alacsony foku polimorfizmus
esetén is.

MEGVITATAS

Genetikai diverzitds

A polimorf gének 43,8%-o0s ardnya (0,05 kizarasi kiiszobbel) megfelelt a
kétsziklekre atlagosan mért 44,8%-nak és a hosszu élettartamd, évels virdgos
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novények 39,6%-os értékének. Ugyanakkor 66,6%-kal magasabb volt ez az en-
demikus fajoknal HAMRICK (1989) 4ltal talalt atlagos 26,3 (2,1) %-ndal. Az en-
demikus izolalt allapotot viszont tiikrozte az N, = 1,813 atlagos allélszam,
amely 8%-kal alacsonyabb, mint a novényfajoknal szamitott 4tlagos érték és az
endemikus fajok 1,80 (0,08) értékének (HAMRICK és GODT 1990) megfeleld.
Az atlagos effektiv allélszam (N, = 1,204) (0,095) nem kiugrd, mert 473 fajra az
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6. abra. A Linum dolomiticum alpopuléciok differencidléddsa négyzetes genotipusos tavolsagok

alapjan. A f6koordindta-analizis dbrdzoldsdra vetitett minimalis feszitéfa (szaggatott vonallal) a

csoportok legkifejezettebb differencidlodasat az 5—16, 1-15 és 3-8 esetben mutatja. A harom tengely a
véltozatossag 45,6, 29,4, illetve 23,1%-4t tartalmazza (kumulative 98,2%).
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atlag N. = 1,21 (0,01) volt, és csak 5%-kal magasabb a HAMRICK (1989) altal 81
endemikus fajra szamitott N, = 1,15 (0.04) értéknél.

A megfigyelt atlagos heterozigécia (Hy = 0,094) (0,030) megkozelitdleg
36%-kal kisebb volt, mint a novényfajokra szamitott atlagos 0,149 (0,006). Az
értéket a Linum dolomiticum életformajanak megfelel6 hosszu élettartamd, éve-
16 virdgos novények (0,205) (0,084) adatahoz hasonlitva, kiugréan nagy az elté-
rés, mindossze 45%-a annak. Ugyancsak szignifikdnsan alacsonyabb a kétszi-
kiiek atlaganal (0,136) (0,007), és 81 endemikus faj dtlagdnak (0,096) (0,01)
megfeleld.

Az egyedi sokgénes genotipusok klaszteranalizisének UPGMA féjan (2.
dbra) a 4-essel jelzett 4gon lathat6 a 130 egyed koziil 110 —kozelitéleg 85% — je-
lezve az egyedek genetikai kozelségét.
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7. abra. A genetikai differencidlédés és a térbeli helyzet Gsszefiiggésének dbrazoldsa a Linum dolo-
miticum alpopulédcidindl. a) A korrelogram aldtdmasztja azt a nullhipotézist, mely szerint a sokgénes
genotipusokra nincs kifejezett térbeli szerkezet az alpopulacidk szintjén. r = korreldcids koefficiens,
szaggatott vonal fels6 és als6 konfidenciahatart jelzi 999 permutaci6 alapjan (SMOUSE és PEAKALL
1999). A vonalak a 95%-os konfidencia-intervallumot mutatjdk bootstrap becsléssel. b) Az alpopu-
laciok paronkénti Fo/(1-Fs) értékének regresszidja linedris tivolsdguk (m) logaritmusdra nem
mutat ki térbeli tdvolsdg szerinti differencidlédast. R =—0,004, P =0,4; a permutaciok szdma = 999.
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8. abra. A 9-es alpopuldcidban vizsgalt 157 dolomitlen minta DNS-alapi genetikai hasonlésdgénak
finom 1éptékii elemzése: A RAPD-fragmentumok megléte/hidnya szerint szamitott paronkénti
egyszerl egyezési koefficienssel készitett UPGMA fa.
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9. abra. Az azonos soksavos (62) RAPD fenotipust mutaté mintdk elhelyezkedése a 4 m x 4 m-es
mintateriileten, a finom léptékd vizsgdlat 157 RAPD mintdzatdnak Osszehasonlitdsa alapjan. A
12-13, 19-36, 82-84, és 144145 parok helyzete mutatja, hogy valdsziniileg azonos egyed kiilon-

P

P

boz6 dgairdl szarmazhatnak. A 14, 22, 80, 44, és 51-es minta az el6z6ektdl fiiggetlen, de nagyon
hasonlé genotipusokrol eredhet, amelyeket a 62 RAPD-fragmentum feloldéképessége sem tudott

elkiiloniteni.

NJ fa: egyedek RAPD mintazatanak Huff-féle tavolsaga alapjan
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10. abra. A 4 m x 4 m-es kijelolt teriileten megmintazott 157 dolomitlen molekuldris hasonlésa-

génak neighbour joining fdja, a HUFF és mtsai (1993) szerint szamitott euklideszi genetikai tavol-

sdgok alapjan. A tavolsdgok a RAPD-fragmentumok megléte/hidnya szerinti bindris matrixon
alapulnak. Az A, B, C és D jel a 11. abran feltiintetett, vélhetGen matrilinedris dgakat mutatja.
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A genetikai diverzitds eloszldsa

Mind a kiszdmitott beltenyésztési koefficiensek (F), a gamétaegyensilytol
vald eltérés (r,) €s arandom gamétaegyesiiléstdl valé eltérés (WHD) mértéke bi-
zonyitjak, hogy a genetikai véaltozatossdg egyenldtleniil oszlik el a populacié-
ban, jelzik, hogy a pollen és/vagy magterjedés korlatozott, valamint feltételez-
hetd ontermékenyiilés és/vagy rokon egyedek kozotti szaporodds. A biparen-
télis beltenyészés és az esetleges ontermékenyiilés relativ ardnyét a jelen kuta-
tdsbol nem lehetett megdllapitani, minthogy a pollen- és a magterjedésr6l
részletes adatok nem 4lltak rendelkezésre.

Mind az izoenzim-, mind a RAPD-eredmények mutattdk, hogy alacsony a
faj genetikai valtozatossdga, de kismértéki térbeli differencidlédast tartak fel az
egész populaciéra vonatkozdan: klaszterezéssel kimutathat6 volt (2. dbra), hogy
a margindlis helyzet(i 14-es, 15-6s és 16-o0s alpopuldcidk egyedei koziil j6 né-
hany kiilon dgra keriilt. A f6koordindta-analizis (3. és 6. dbra) is egyértelm{ien
megmutatta, hogy a 13-as és 15-0s, valamint a 9-es, 14-es és 16-o0s alpopuldcidk
egyedei kissé elkiiloniilnek a tobbitdl.
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11. abra. A 10. dbrdn megjelolt 4, A, B, C és D csoportba tartozd, RAPD-mintdzatuk alapjan
kozeli hasonlésdgot mutaté dolomitlen mintdk terepi elhelyezkedése: a csoportok tagjai a lejtd
iranyanak megfelelGen elnyild foltokban nének. A jelolések egyeznek a 10. dbraéval.
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Az F-statisztika, a ®@-statisztika és az exakt teszt is bizonyitotta, hogy a ge-
netikai variabilitds megoszlik az alpopulacidok kozott (AMOVA Fgr = 0,0599,
P=0.0; ®pr=0,182, P=0.01), ugyanakkor ez a megoszlas nem kovette a foltok
térbeli tavolsagat. S6t, az Fgy (allélgyakorisdgok szerint) és a @pr (genotipusok
alapjan) kissé masként differencidlja az alpopuldcidkat. Az Fgy értékek Ossz-
hangban vannak azzal a mértékkel, amely foltokbdl all6 populdcidkban 1étezd,
idegen termékenyiilé novényfajokndl jellegzetes (HAMRICK és GODT 1990), a
Opr szerint a genotipusos differencidlédds nagyobb mérvi. Hasonléképpen
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12. abra. A megmintazott 157 dolomitlen (62 RAPD fragmentum) finom 1éptékd térbeli geneti-
kai szerkezete a HUFF és mtsai (1993) szerint szamitott euklideszi genetikai tdvolsdgok szerint,
amelyek a RAPD-fragmentumok megléte/hidnya szerinti bindris matrixon alapulnak. a) A korre-
logram feltarja, hogy az x tengely metszetén, 17,44 tavolsagi osztdlyon, azaz atlagosan 244,1
cm-es €l négyzetnyi teriileten beliil a genetikai szerkezet nem véletlenszerd. r = korrelacids
koefficiens, szaggatott vonal fels§ és alsé konfidenciahatar 999 permuticié alapjan (SMOUSE és
PEAKALL 1999). A vonalak a 95%-os konfidencia-intervallumot mutatjak bootstrap becsléssel. b)
A Huff-féle genetikai tavolsagok és a linedris térbeli tdvolsdgok matrixainak Mantel-tesztje szig-
nifikans térbeli szervezddést bizonyit: r = 0,282, P = 0,001.
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mind a klaszteranalizis, mind az ordinéciés eredmények megmutattdk az alpo-
pulécidk bizonyos eltérését, de azt is, hogy létezik kozottiik génaramlas: a klasz-
terezés szerint példaul a 9-es és 16-0s, térben legtdvolabbi alpopuldciok néhdny
egyede egymas mellé keriilt.

A térbeli autokorrelacios eredmények szerint jellemzd a genetikailag ro-
kon egyedek kisebb szomszédsagi koreinek megléte (atlagosan 117,5 m oldald
négyzetként megjelenithetden), s ez a 11 izoenzimgén koziil 6 esetében igy volt
kimutathaté. A térbeli tdvolsiaggal megval6suldé izoldcié modellje alapjan
WRIGHT megmagyarazta (1943, 1965), SOKAL és WARTENBERG (1983), majd
EPPERSON (1993) demonstrailta, hogy a korldtozott génaramlds és a genetikai
sodrédas eredményezi, hogy a génjeik tobbségére genetikai korrelaciét mutatéd
egyedek csoportosulnak. A mikroarea szintjén fellépd szelekcié pedig olyan
egyedek térbeli csoportosuldsara vezet, amelyek csak néhdny specidlis génjiik-
re, illetve néhdny kapcsolt génjiikre rokonok (SOKAL és WARTENBERG 1983,
SOKAL és ODEN 1978a, b, 1991). Vizsgélataink szerint 11 gén koziil 6 esetében
valésult meg a rokon genotipusok térbeli csoportosuldsa, az olyan alacsony
szint{ genetikai polimorfizmus ellenére, amely mellett a statisztikai eljarasok az
érzékenységi kiiszob hataran lehetnek az adott mintaszdmnal a térbeli szervezo-
dés kimutatasanak. A rokonsagi korok kialakuldsa igy a magszorddas kis tavol-
sagaval értelmezhetd, ami a faj jellemzdje lehet. FeltételezhetGen hangyak vagy
mads rovarok terjeszthetik a magokat korldtozott tdvolsagokra, s a vizsgélatok
idejéig nagyobb tdvra megvaldsuld zoochoria nem valt ismertté. Elméletileg
madarak és kisebb ragcsalok példaul megtehetik ezt. Megfigyeléseink szerint a
pici, repitékésziilékkel nem rendelkezé magvak az anyandvény koriil szérédnak
gravitaciésan, kozvetleniil a teljes beérést kovetden. Ezutin viszont a csapadék-
kal lemosdédhatnak a hegyoldalon (hidrochoria), s lejjebb keriilhetnek; ezt a fo-
lyamatot megerdsiti, hogy jellegzetes a novények csoportos megjelenése a lej-
tok alsobb részén, vagy a sziklas felszin bardzdaiban, ahol is mintegy csapdaba
eshetnek a magvak. Ez a jelenség kétségkiviil megfigyelhetd volt példaul a 4-es,
9-es és 11-es foltokndl. Mindezek miatt egy anyandvény magvai kisebb tavolsa-
gokon matrilinedris formdcioban megjelend propagulumokként viselkedhet-
nek. A 9-es alpopulécio jo néhany egyedének nagyon kozeli genetikai rokonsa-
ga is ilyen propagulum-forrdsbél és propagulum megtelepedésbdl szarmazhat a
folt specidlis életszakaszdban. A 2. dbra X-szel jelzett elkiiloniil6 4gan taldlhatd
a 9-es folt 17 egyede, igen szoros rokonsdgukat bizonyitva. Abban a nagy kiter-
jedésti alpopuldcioban 27 mintat vettiink, és a megnevezett 4gon 1év6 17 minta a
folt északnyugati kisebb lejt6jérdl szarmazott — igy az alpopuldcion beliili struk-
turdltsagot is feltarta ez az eredmény. (Az alpopuléci6 egyéb mintdi az UPGMA
fan mas, példaul a 4-, 5-, 6-, 7-, 10- és 16-0s folt egyedeivel csoportosultak.) A
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beporzast végzd dllatok (féként poszméhek és lepkék) konnyedén mozognak az
élohely kozépsd részét jelentd nyilt sziklagyepes lejték folott. A rokonsdgi ko-
rok atlagos méretében — 117,5 m €1t négyzet — tikkr6z6dik ez vissza. A pollina-
torok igen gyakori kis tdvolsdgot lefed6 mozgasa €s az erds részekkel koriilvett
pozici6 lehet a hattere a sz€Is6 helyzetd 8-, 9-, 14-, 15-, 16-0s alpopuléciodk ki-
mutathat6 elkiiloniilésének. Hasonloképpen, a kicsiny tdvolsagra eljuté allélok
(pollen!) viszonylagos nagy szdma fenntarthatta a valtozatossdgot, és egyben a
kozponti helyzetd foltokban megdrizhette a ritka allélokat, és egyben meg is
akadalyozhatta ott a legtobb kozeli alpopuléci6 differencidléodédsat. A kdzponti
helyzetii foltokban (pl. 3., 5., 13. stb.) taldlt nagyobb mérvii polimorfizmus is ezt
tikrozi. A differencidlédds hidnya esetiikben abbol adédhat, hogy a kozottiik
meglévd géndramlasi korldtot csupdn a zigéta (mag) szinten jelentkezé korlato-
zott terjedés jelenti. A bizonyos alpopulacidkat elvéalaszté erdds savok/volgyek
ahhoz nem elég szélesek, hogy a pollindtorok mozgasat teljesen meggatoljak.
Az eredmény az, hogy alkalmanként pollenmigracié lehetséges még a viszony-
lag tavoli foltokra is, bar a pollinatorok legtobbszor egy folton beliil szallnak no-
vénytdl novényig, majd idével atvaltanak a szomszédos foltra. A 16-os és az at-
tol legtavolabbi 9-es alpopuldcié legmesszebb 1év6 északi részérdl szarmazé
néhany egyedének genetikai hasonlésdga miatt 14thaté a 34-es tdvolsdgi osz-
talynal pozitiv térbeli autokorreldcié, hasonléképpen a 21-es tavolsagi osztaly-
nal a 9-es és 14-es folt egyedeire — a pollindtorok hosszabb tavi mozgéasanak bi-
zonyitékai lehetnek. Az igy keletkez6 hosszabb tavi pollenmigracié megakada-
lyozza a nagyfoku differencidlodast a populdciéban. Arra a kovetkeztetésre jutha-
tunk, hogy a populécié él6helyén az erddvel boritott részek kisebb, természetes
vagy mesterséges eredet( tisztisain €16, sz€lsd helyzeti foltok enyhén differenci-
alodtak, de semmiképp sem izolaltak a k6zépsd helyzeti foltoktdl, a géndramlas
kozottiik tetten érhetd. A ritka allélok jelenléte is megerdsiti ezt. Meg kell emlite-
ni, hogy a nyilt sziklagyepek és az erdvel koriilvett kis tisztdsok mikroaredinak
kiilonbségei hozzdjarulhatnak, és fenn is tarthatjak a variabilitast.

A foltokon beliili igen kis 1épték differencidlodasra is sor keriilhet, amely-
ben szerepe lehet a folt részletes élettorténetének. A RAPD-mintdzatok dssze-
hasonlitdsa fényt deritett példaul a 9-es alpopulacié északnyugati részében az
egymas szoros kozelségében €16 egyedek genetikai viszonydra, és egyben ra-
mutatott a klondlis szerkezet hidnyara. A genetikailag hasonld egyedek egymas
szoros szomszédsdgiban voltak azonosithatéak mind klaszteranalizissel, mind
térbeli autokorrelacids médszerrel. A 9. dbra UPGMA f4jan az SM = 0,98 ha-
sonldsagi érték egyetlen RAPD-savnyi kiilonbséget jelent (62-bdl) az egyedek
kozott és 12 egyedparndl tapasztaltuk. E 12 par koziil 10-nek a tagjai mintegy
0,5 m-re néttek egymastdl, s ezt magyarazhatja matrilinedris szdrmazds és jel-

Rosalia 4 (2008)



274 Major Agnes és Dobolyi Konstantin

legzetes megujulds a folton beliil. A 10., 11. és 12. dbra egymast kiegészitve de-
monstrélja a rokon csoportok elhelyezkedését a 16 m2-en. Az is leolvashat6 a
11. abrardl, hogy a lejtd befolydsolja ezt, mert az dbra felsé széle a lejtds minta-
teriilet tetejének, az alsé széle pedig az aljanak felel meg. Ez a finom 1éptékd
vizsgélattal feltart szerkezet szintén a matrilinearitds meglétét és a leptokur-
tozisos terjedést indikélja. Meg kell jegyezni azonban, hogy nem ismeretes sem
a mintaegyedek kora, sem a korszerkezete, valamint az 6ntermékenyités lehetd-
ségét sem zarhatjuk ki teljesen.

A kismértékd heterozigdcia és a ritka allélok valéban nagyon korlatozott
elterjedése ellenére a palacknyakhatds grafikus tesztje nem tarta fel a rd jellem-
706 allélgyakorisagi eloszlast. 1zoenzimes adatok szerint (CHAKRABORTY és
mtsai 1980) a palacknyakhatdson at nem esett populdcidkban a kis gyakorisagi
allélok szdma joval meghaladja a kdzepes gyakorisagiiakét, amint azt j6 néhany
vizsgélt populdcional ki is mutattidk. Az dltalunk tapasztalt ilyen tipust eloszlas-
nak a magyardzataul szolgdlhat: a) az alpopuldciok enyhe differencidlodasa
és/vagy a véletlenszer parosodds hidnya elfedheti a palacknyakhatast; b) a kis-
foku véltozatossag miatt a megvizsgalt gének alacsony szama nem volt elegen-
d6 ahhoz, hogy a palacknyakhatds eloszldsat lathassuk; c¢) demografiai palack-
nyakjelenség lépett fel €s nem genetikai; d) a palacknyakjelenség nem a popula-
ci6 kozelmiltjaban (1-10 generacios id6) 1épett fel. Az él6hely torténetébe bete-
kintést nyerhetiink a kozeli falvak torténetének megismerésével, ami segithet a
kérdések megvélaszoldsdban is. A kornyez6 telepiiléseket az 1700-as évek kez-
detétdl épitették ki. A lakossdg féként allattenyésztéssel (igy legeltetéssel is)
foglalkozott, amire a dolomitgyepek alkalmasak voltak. A kezdeti id6szaktol a
20. szazad elejéig az alsobb fekvési teriileteken az erddt irtottak is a legelésre
alkalmas helyek biztositisara. Ezzel a nyilt gyepek teriilete novekedett, és bete-
lepiilésre 4j él6helyeket is adhatott a dolomitlennek. A huszadik szdzad elejétdl
azonban a legeltetés jelentsége csokkent, és erddsitésbe kezdtek a dolomitgye-
pek sz€1s6 részein. Az 1900-as évek kozepére az északkeleti részeket iiltetett
feketefenyves boritotta, s emiatt csokkent a dolomitlen él6helyének teriilete. Ez
a csokkenés azonban nem lehetett elegendd ahhoz, hogy jelenleg kimutathat6
palacknyakhatast eredményezzen, de demogréfiai palacknyakjelenség érhette a
jégkorszakot tilélé populaciot.

Megdrzési és kezelési vonatkozdsok

Viltozatos 6koldgiai és kornyezeti hatdsok mellett maradhatott fenn a kis
populdcié. A gyenge genetikai diverzitds az 6si szintnek a maradvanyét képvi-
seli. Annak ellenére, hogy a polimorf lokuszok ardnya a mas endemikus fajok-
ndl tapasztalthoz képest magas, a génenkénti allélok kicsi szdma és a hetero-
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zigbtak altalanos hidnya erGteljesen figyelmeztet a genetikai elszegényedésre.
A vonatkozé irodalomban fellelheté megfigyelések szerint a Linum dolomi-
ticum olyan faj, amely csak specidlis, alkalmas foltokon tud €lni és szaporodni,
ahol a kornyezeti fluktudcié silyosan befolydsolja az ott 1év6 egyedek és az
egész él6helyfolt sorsat (feltételezhet6en denzitdstdl fiiggetlen médon). A po-
puléci6 él6helyének teriiletén tobb olyan alkalmas gyepes folt is taldlhatd, ame-
lyen a dolomitlen szabadon néhetne, tokéletesen hasonléak az altala elfoglalt
gyepfoltokhoz — mégsem €l rajta a faj egyetlen egyede sem. A legszembeotlébb
magyardzat a korlatozott lokélis magszorédas. Viszont a szabad, elméletileg el-
foglalhat6 élShelyfoltok novelik a metapopuldcié hosszabb tavu tdlélési kilata-
sait (LEVINS 1969).

A faj jellegzetességeinek és a fennmaradast biztositd tényezdknek a kelld
mélységben torténd megismeréséhez tobb kutatdsi vonatkozasban vannak ten-
nivalok. Megismerendd: a szaporodasi rendszer, a pollindtorok viselkedése és a
pollen terjedése, a magtermelés, a propagulumok helyben maradasa/terjedése és
kifejlédése, az alpopulacidk kozotti pollennel, illetve maggal torténd (ha van
ilyen) géndramlds, a térbeli és id6beli foltdinamika a kiilonbdz6 mikroareakban
a kiilonb6z6 kornyezeti tényezok fluktuacidja mellett. A korbe tartozo vizsgala-
tok koziil mar elindultak a folt-dinamikai megfigyelések (DOBOLYI 2008), ame-
lyek hozzdjarulhatnak annak az alpopulacié/élShelyfolt szimnak a megallapita-
sdhoz, amely sziikséges a populaci6 fennmaradasahoz. Szimuléciés tanulmanyok
bebizonyitottdk, hogy a stilyos emberi hatds altal okozott mortalitast elszenvedd
populéciok, amelyeknél az egyedek eloszldsa egyenlStlen az él6helyfoltok ko-
zott, inkdbb fennmaradhatnak nagyobb szdmu kis él6helyfolton — mert a foltok
nagy szdma noveli a geometriai atlagos fitneszt (mds paraméterek azonossaga
esetén) — ellentétben a néhany, de nagy kiterjedési él6helyfolt esetével (BAS-
COMPTE ¢és mtsai 2002). Ezt az elvet hangstlyozni kell a Linum dolomiticum
esetében tobb okbdl. El6szor is a faj jellegzetességének tlinik, hogy a propa-
gulumok nem szérédhatnak teljesen szabadon és véletlenszertien a populacié
teriiletén. Mdsodsorban, a foltdinamikai vizsgélatok szerint igen széles hatarok
kozott véltozhat az egyedek/lenfoltocskdk eltlinésének és megjelenésének ara-
nya az aktudlis él6helyfoltokban (DOBOLYI 2008), amely kénnyen és véletlen-
szeriien okozhatja egyes foltokon az egyedek elttinését. Igy példaul a 64 m2-es
teriileten az els6 vizsgdlati szakaszban a lenfoltok 4,6%-a halt ki rovid id6 alatt,
ami megmagyarazhat6 egyediil a 2003-as év extrém idgjarasaval is. Télen rend-
kiviilien alacsony volt a hémérséklet, a 30 éves atlagndl 2-5 °C-kal kevesebb
napi kozéphdmérséklettel, a hidegrekord janudr—februarban —31,9 °C volt, ép-
pen az adott régidban; a teljes csapadékmennyiség decembertdl februdrig csupan
80-100 mm volt; majd ismét rendkiviili, de hhulldm és szarazsig kovetkezett
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majustol augusztusig, amikor a napi kozéphdmérséklet 4—6 °C-kal magasabb volt
a 30 éves atlagnal, a hdségrekord 40 °C, juniustdl szeptemberig pedig 100 mm-
nél kevesebb volt a teljes csapadékmennyiség (OMSZ, www.met.hu). A dolomit-
len élShelye, a sziklds nyilt dolomitgyep, igen gyorsan felveheti az extrém ho-
mérsékleteket, és a fent emlitett abiotikus stressz okozhatta akdr onmagaban is a
gyors egyedszam valtozast. Az alkalmanként el6fordulé emberi zavards még fo-
kozhatja az abiotikus hatdsok miatt bekovetkezé random kipusztuldsokat, €s a
nagyon is kérdéses tavolsagi magszérddas miatt ilyenkor a ndvényanyag nem
djulhat meg. Legelsd szinten a megmaradt él6helyfoltok hatékony védelme
kulcsfontossdgu a populdcié hosszua tavu tulélési esélyéhez, mind a vandaliz-
mus, mind az invaziv gyomok betelepiilése kikiiszobolendd. A konzervacié ko-
vetkezd fazisdban megfontolandé a gondos tervezéssel kivalasztott alpopuld-
cioknal maggytjtés, majd a gydjtott mag keverékének mesterséges terjesztése
el6zetes felméréssel kivalasztott alkalmas, ma dolomitlenmentes foltokon — az
élohelyfoltok szamédnak novelése. J6 néhdny hasonlé 6koldgiai tulajdonsagok-
kal bir6, lehetséges ilyen gyepfolt 1étezik. Feltételezhetd, hogy ezeken is élt
egykor Linum dolomiticum a populacié drasztikus pusztuldsa el6tt, ami f6ként
emberi hatdsra 1éphetett fel. Az ilyen mesterséges terjesztéshez az igéretes
élohelyfoltokon a kornyezeti tényezdket és a conoldgiai jellegzetességeket eld-
zetesen meg kell vizsgalni. Ez a javaslat csupan demografiai gydgymodot jelent-
het, hogy ily mddon a drasztikus egyedszamcsokkenés megel6zésével védekezni
lehessen a tovabbi genetikai besziikiilés ellen, meg6rizhetd legyen az a termé-
szetes betegségekkel és stresszel szembeni ellendllé képességgel kapcsolatos
génkészlet, ami kiemelten fontos a konzervacié folyamataban. Fontos lenne ez
azért, mert a rokonsagban 1év6 egyedekbdl all6 csoportokat tartalmazd geneti-
kai szerkezet er6sen befolyasolja a viabilitdsi szelekciot, és mikrokornyezeti
feltételekhez val6 adapticiot eredményezhet. Az ex situ konzervacioé kivihetet-
lennek l4tszik a faj specifikus él6helyi igényei miatt.

%
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This study investigated the genetic variation of the fragmented only population of endemic Linum
dolomiticum Borbas in Hungary. Based on the data of 16 isoenzyme loci, it was characterised by
the traditional genetic variability measures of 130 individuals (16 subpopulations) and by geno-
type analyses both at individual and subpopulation levels. The genetic diversity reflected endemic
state and genetic depauperation. The isoenzyme data were used to test whether a recent severe ge-
netic bottleneck could be detected. The fine scale structure with matrilineal groups was revealed
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by spatial autocorrelation analysis of the RAPD dataset from 160 individuals growing in a 16 m*
plot which at the same time excluded putative clonal growth. Both isoenzyme and RAPD analyses
gave information on leptokurtic dispersal. Differentiation of some subpopulations was proved by
exact test, however, no correlation was found between the significant differentiation and the spa-
tial distance of the subpopulations. No significant recent bottleneck was revealed, however, nearly
5% of the individuals got extinct in a 64 m? sample plot during the four years observation period.
Potential conservation and management actions are discussed to minimise further genetic erosion.

Key words: endemism, fine scale spatial genetic sctructure, genetic variability, Linum dolomiti-
cum, spatial autocorrelation
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