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OSSZEFOGLALAS

Napjaink  modern  mezégazdasagaban — megkeriilhetetlen
szerepet jatszanak a molekularis biologiai modszerek, ezek koziil is
a molekularis taxonémiaban kivaléan alkalmazhato AFLP. E
modszer tokéletesitésével perje fajokat vizsgaltunk, melyek fontos
dllomanyalkoto rét-, legeldfajok és minél sokrétiibb ismeretiik
sziikségszerii a biodiverzitdas fenntartasdaban.

A Poa pratensis L. (réti perje) fajcsoport tagjainak taxonomiai
viszonyai nemzetkozileg is vitatottak. Célunk az volt, hogy az
AFLP mddszer tovabbfejlesztett viltozataval a Debrecen kérnyéki
gyvepekben dllomdanyalkoté Poa fajok példanyainak molekularis
taxonomiai vizsgalatan keresztiil megkezdjiik a rokonsagi kor
tagjainak  azonositasat, — genetikai  tavolsaguk  feltdrdsat.
Vizsgalataink alapjan a fajcsoport fajai  genetikailag nagy
variabilitast mutatnak, genetikai kozelségiik igazolja a fajcsoport
taxon haszndlatat. Eredményeink megalapoztik a fajcsoport
hdarom fajanak minél szélesebb foldrajzi  léptékben  torténd
vizsgalatat, a habitusuk és morfologiai bélyegeik alapjin
meghatdrozott Poa példanyok kiilonallésagat genetikai alapon is
igazoltuk. A médszer alkalmasnak bizonyult a Poa fajok, ezen
beliil a réti perje rokonsagi kor molekularis taxonomiai
vizsgalatahoz.
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SUMMARY

Modern
biological methods, one among them is AFLP that is well

days agriculture requires modern molecular
applicable for taxonomic research. Bluegrass species, that are
important components of meadow associations, thus their
thorough knowledge is necessary in maintaining biodiversity, were
examined with bringing this method to perfection.

Taxonomic relationship of the members of Poa pratensis
aggregation is a controversial issue. Present study aimes to
identify the members of this group, with a developed AFLP method
through molecular taxonomic examination of Poa species in
meadows nearby Debrecen, revealing their genetical distances.

Species of the aggregation show a great genetic variability, but

their genetic proximity approves the use of the term aggregation.
Results established wider geographical investigation of three
species of the aggregation. The distinctness of the species based on
their morphological features was confirmed according to their
genetical basis as well. The method overall turned out to be
appropriate for the taxonomic research of bluegrass species like

Poa pratensis and its aggregation.

Keywords: DNA polymorphism, AFLP, molecular taxonomy,

Poa pratensis aggregation
BEVEZETES

A perje fajok intenziv és természetes legeldink,
rétjeink tarsulasalkotd fajai, él6helyeik megfeleld
kezelése, a biodiverzitas fenntartasa aktualis kihivasa
napjaink rét-, legelé gazdalkodasanak. Ehhez
elengedhetetlen ezen fajok rokonsagi viszonyainak és
ebbdl addoddan az egyes taxonok Okologiai
igényeinek tisztazasa.

A Poa pratensis L. (réti perje) fajcsoport fajainak
taxonémiai helyzete Europa-szerte tisztazatlan.
Fajszintli elkiiloniiltségiik hazankban is vitatott tobb
szerzO6nél (Javorka, 1925; Sod és Javorka, 1951; Sod
és Karpati, 1968; Soo, 1973; Hubbard, 1984;
Hayward, 1988; Simon, 1992, 2000; Turcsanyi,
1995; Grau et al., 1998; Priszter, 1986, 1998;
Barcsak et al.,, 1978; Penksza, 1999; Papp et al.,
1999; Penksza és Bocker, 2000). E fajok egyedei
fenotipusosan  igen  valtozatosak, adaptacios
folyamatok révén éléhelyi variacioik alakulhatnak ki.
Eurépa floramiiveit attekintve a Poa pratensis L.
fajcsoport tagjainak szadmos kozel rokon fajara,
alfajara, valtozatara, alakjara akadunk (/. tablizat).
Mivel ezeknek a taxonoknak az elterjedése sajnos ez
idaig tisztazatlan, nem kizart, hogy egy résziik
szinonim neveket takar. Ezért sziikséges a fajcsoport
taxonomiai feliillvizsgalata. Els¢ Iépésként a f6
genetikai vonalakat igyekeztiink korvonalazni kis
foldrajzi 1éptékben.
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1. tablazat

A Poa pratensis L. fajcsoport dsszetétele néhany europai szerzé szerint

Forras(1) Az aggregacié fajai(2)

Szinonimak és faj alatti taxonok(3)

So6 (1973) P. pratensis, P. angustifolia L.,

P. subcaerulea, P. rigens, P. stiriaca

ssp. vulgaris Gaud., P. eupratensis Hay., P. latifolia Schwarz,
P. complanata Schur, L. var. pratensis (vulgaris Gaud), var
macrostachya Schur., var. latifolia Weiche, Koch, Schur., f.
pratensis, f. glauca Lej. et Court, f. colorata Weiche ex Lej. et
Court., subf. arenaria Capal., f. flavescens A. et G., f.
pubescens Lej. (p. sp. pilifera Beck), f. depauperata Hack. Ex
Hay., f. brevifolia KTZE., f. macrostachya, f. brizoides (Vill p.
sp. A. et G.), f. racemosa Borb.. Emend. So0, f. aspera Podp.,
f. trichopsis Podp.

Tutin et al. (1980)
P. angustifolia

P. alpigena, P. subcaerulea, P. pratensis,

P. alpigena ssp. alpigena, P. irrigata Lindman, P. pratensis L.
ssp. irrigata (Lind.) Lindb., P. athroostachya Oett., P.
pinegensis Roshev., P. turfosa Litv., P. pratensis ssp.
angustifolia

Wisskirchen és Haupler (1998)

P. pratensis, P. angustifolia, P. humilis

P. humilis ssp. lejeunii Dumart., var. lejeunii (Dumart.), ssp.
angustifolia (L.) Gaudin, var. angustifolia (L.) SM., ssp.
irrigata (Lindm.) Lind. F., var. strigosa (Hoffm.) Gaudin, ssp.

pratensis, var. minor (Wahlenb.), ssp. latifolia, var. latifolia

Table 1: Composition of Poa pratensis aggregation according to some European authors
Source(1), Species(2), Synonyms and sub species taxa of the aggregation(3)

A modern mezdgazdasdg az évezredes
tapasztalatok mellett mindig is megkdvetelte a kor
szintjének  megfeleld6  tudomanyos  kutatasok
eredményeinek gyakorlati alkalmazasat. A mai
mezGgazdasagban egyre fontosabb szerepet jatszanak
a molekularis bioldgia eredményei és ezek mind
szélesebb korli alkalmazdsa. Az Agrartudomanyi
Centrum Elelmiszertudoméanyi és Mindségbiztositasi
Tanszékének DNS laborja igyekszik 1épést tartani az
egyre megujuld technikékkal (Zubor et al., 2003).
Laboratoriumunk két éve alkalmazza novényi és
allati  mintdk  genetikai  Osszehasonlitdsara a
felerdsitett fragment hossz polimorfizmus (AFLP)
modszert (Vos et al., 1995), mely eredményeinek
megjelenitéséhez  eddig  poliakrilamid  géles
elektroforézist és eziist festést hasznaltunk (Sammons
et al., 1981; Zubor et al., 2004). 2004-ben egy sokkal
modernebb megjelenitési modra, a kapillaris
elektroforézisre tértiink at, mely sokkal nagyobb
felbontasti,  ezaltal  részletesebb,  pontosabb
eredményeket szolgaltat. Az ij mddszert elGszor a
Mezogazdasagi Novénytani ¢és  Novényélettani
Tanszékkel kozosen végeztiik, bekapcsolodva az ott
folyd pazsitfi taxonomiai és OSkomorfologiai
kutatasokba (Nyakas és Molnar, 1999; K. Szabo et
al., 2004a, 2005).

ANYAG ES MODSZER

Kiilonb6z6, Debrecen kornyéki legelégyepek Poa
pratensis (réti perje), Poa angustifolia (karcsu perje),
Poa humilis (kéklo perje) mellékszar leveleibdl
vettiink mintakat. A fajcsoporton kiviilli Poa
compressa (laposszaru perje) és Poa alpina (havasi
perje) példanyok Osszehasonlitasul szolgaltak, mint
egyértelmi fajszintii elkiiloniilést mutatd Poa fajok.

A mintavételi helyek és a mintak jel6lése:

Pallag (P. humilis-P.HUM1),

Mikepérces (P. humilis-P.HUM?2),

Martinka (P. angustifolia-P.ANG3, P. humilis-

P.HUM3),

Jozsa (P. humilis-P.HUM4),

Ujfehérto (P. compressa-P.COMP1),

Batorliget (P. compressa-P.COMP2),

Zsaka (P. angustifolia-P.ANG1),

Hajdubagos (P. angustifolia-P.ANG2),

Bagamér (P. angustifolia-P.ANG4, P. pratensis-

P.PRATI),

Szarvas (P. pratensis Szarvas 59, termesztett

fajta-P.PRAT2),

Hochtor, Alpok, Ausztria (P. alpina-P.ALP).

A ndvényi mintdkat begyijtés utan azonnal
feldolgoztuk. A DNS kivonast ZenoGene DNS
kivond kittel végeztiik, a DNS extraktumokat
felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

Az AFLP moédszert a kovetkezd 1épésekben
alkalmaztuk. A genomialis DNS-t 10 U EcoRI
restrikcios enzimmel 1 oran keresztil 37 °C-on
emésztettiik, majd 1 U Trull enzimmel 67 °C-on
inkubaltuk. Az igy feldarabolt genomialis DNS
darabjaihoz AFLP adaptereket illesztettiink. A ligalas
a kovetkezok szerint tortént: 10 pl kettdsen emésztett
DNS-hez 1-1 pl (100 pmol) EcoRI és Trull adaptert,
2 pl ligacios puffert, 1 ul T4 ligazt és 8 pl HyO-t
adtunk. Az elegyet 2 oran keresztil 20 °C-on
inkubaltuk.

Az AFLP PCR reakcidelegy Osszetevoi: 2 pl
emésztett és ligalt DNS templat, 1 pl (10 pmol)
EcoRI (ACC szelektiv bazis kiterjesztésti, NED
lézerindukcids festékkel jelolt) primer, 1ul (100
pmol) Trull (CAG szelektiv bazis kiterjesztésii)
primer, 12,5 ul PCR MasterMix, 8,5 ul H,O. A PCR
ciklusok a kovetkezOk szerint alakultak:
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kezdeti denaturacid 94 °C 120 s,
minden ciklus elején 94 °C 30,
12 cikluson keresztiil 65°C 30,

ciklusonként 0,7 °C-kal csokkenve,

tovabbi 23 cikluson keresztiill 56 °C 30 s,
minden ciklus végén 72 °C 60 s,
utolsé ciklusnal 72 °C 120 s.

A PCR-rel felszaporitott ¢és szelektalt DNS
fragmentumok megjelenitése kapillaris
elektroforézissel tortént (1. dbra) a Go6doll6i

Mezogazdasagi Kutatdintézetben.

1. abra: Poa fajok AFLP mintazatanak kapillaris
elektroforézises megjelenitése

alnini
alt|x

|

W] M EDEO " L

» |- —————
| Biretid- w0n.. | fcume) -wasu || - oA

LGS na

Figure 1: Capillary electrophoretic display of AFLP patterns
of Poa species

Az eredményeket SPSS statisztikai programmal
értékeltiik ki. Hierarchikus kapcsolatokat kerestiink
Jaccard féle hasonlosagi index alapjan (Podani,
1997), majd a hasonloésagi matrixba rendezett
adatokat dendrogramon abrazoltuk (2. abra).

2. abra: 5 Poa faj genetikai tavolsaganak Jaccard indexszel
végzett cluster analizise
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Figure 2: Jaccard index clusters of genetical distances of 5
Poa species

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A 2. abran 1év6 dendrogram alapjan lathato, hogy
a modszer az dsszes vizsgalt fajt elkiilonitette. A P.
pratensis fajcsoportba tartozé mintak valtak szét a
legmagasabb szinten a tobbi Poa fajtdl, azaz a P.
compressa-tol és a P. alpina-t6l. Ez az eredmény az
eddigi kutatasokkal megegyezéen (K. Szabd et al.,
2004a, 2005) megerdsitette a P. pratensis
fajcsoportba tartozd fajok taxondmiai kozelségét,
ezaltal igazolja a fajcsoport taxondmiai egység
hasznalatat ebben az esetben. Ezt az is alatamasztja,
hogy a fajcsoporton beliil a fajok elkiiloniilése a
tobbi, nem a fajcsoportba tartozo fajokhoz képest
alacsonyabb szinten torténik, ugyanakkor a csoporton
beliili genetikai valtozatossag igen nagy. A
fajcsoportba tartozo, altalunk vizsgalt harom faj
kézil a P angustifolia  elkiilonilése a
legnyilvanvalobb. A 4. szamu P. angustifolia minta
latvanyos, igen magas szintii elkiiloniilését tekintve
nem kizart a hiba lehetésége. Am megjegyezziik,
hogy ez a példiny morfoldgiai ¢és anatdmiai
tekintetben is mutatott az altalanos faji jellemzokon
kiviili megkiilonboztetd bélyegeket (K. Szabo et al.,
2004b). Megallapithato, hogy a fajcsoporton belill, a
harom faj koziil a P. pratensis és a P. humilis
genetikai hasonlosaga a legnagyobb.
Eredményeinket 6sszegezve:
A Poa pratensis L. fajcsoport fajainak kiilonb6z6
¢léhelyeken megtalalhaté populacioi nemcsak
fenotipusosan, hanem genetikailag is nagy
variabilitdst mutatnak.
A fajcsoport fajainak genetikai kozelsége igazolja
a fajcsoport taxon hasznalatat.
A 4. szamu P. angustifolia, valamint tovabbi
mintapéldanyok Osszehasonlitdsa valaszt adhat
arra, hogy a kérdéses minta kiilonalldo taxonként
értékelhetd-e.
Eredményeink megalapoztak a fajcsoport harom
fajanak minél szélesebb foldrajzi 1éptékben
torténd vizsgalatat azzal, hogy Debrecen kornyéki
gyepekben a habitusuk és morfologiai bélyegeik
alapjan hatarozott Poa példanyok kiilonallosagat
genetikai alapon is igazoltuk.
A modszer alkalmasnak bizonyult a Poa fajok,
ezen beliil a réti perje rokonsagi kor molekularis
taxonomiai vizsgalatahoz.
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