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Bevezetés

A Crocus vernus fajcsoport az Iridaceae csaladon beliil a
Crocus nemzetséghez, ezen beliil a Verni sorozathoz tartozik.
Morfologiailag ¢és citogenetikailag rendkiviil valtozatos
novénycsoport, amelynek pontos nevezéktani és filogenetikai
viszonyai morfoldgiai és DNS vizsgélatok alapjan sem kell6en
tisztazottak (HARPKE et al. 2014).

A fajcsoport taxonomidjaval kapcsolatos legujabb
eredmények morfologiai, molekularis genetikai és kariologiai
vizsgalatok  alapjan a  Verni  sorozat filogenetikai
rekonstukcidjara iranyultak (Harpke et al. 2014). Ez a
vizsgalat azonban nem terjedt ki a fajcsoport kdzép-europai
elterjedésii taxonjaira, tgymint a C. scepusiensis, C. vittatus.
Tehat a C. vernus fajcsoport rendszertanaval és
fejlodéstorténetével  kapcsolatos  kérdések tovabbra is
megvalaszolasra varnak.

A Karpat-medencében ¢és térségében a Crocus vernus
fajcsoport tagjai koziil négy taxon fordul eld.

A fehér safrany (Crocus vernus (L.) Hill = Crocus
albiflorus Kit. ex Schult.) alpesi faj, leplei fehér sziniick és
lepeltorkaban szorképletek talalhatoak. Kromoszomaszama
2n=8. A Karpat-medencében az Alpokaljan és a Velebitben
fordul eld.

A karpati safrany (Crocus heuffelianus Herb.) leplei lila
szintiek, jellegzetes V alaku folttal a cstcsukon. A lepeltorka
csupasz. Citogenetikailag rendkiviil valtozatos, a Karpat-
medencében a 2n=10-es kromoszémaszamu citotipusa fordul
el6 (BRIGHTON 1976, MURIN & HINDAKOVA 1984,
MAJOVSKY 1990 HARPKE et al. 2014).

A szepességi safrany (Crocus scepusiensis Borb. ex
Kulcz.) a fajcsoport és egyben a nemzetség legészakibb
eléfordulasu faja, amely az Eszaki-Karpatok vonulatain fordul
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elé. Leplei  lila  szintiek, lepeltorka  szOrozott.
Kromoszoémaszama 2n=18 (SKALINSKA 1968, BRIGHTON
1976, MAJOVSKY et al. 1990). Eredetét tekintve MAJOVSKY
(1990) tgy vélekedik, hogy a C. heuffelianus (2n=10) északi
populécioibdl  szarmazik autopoliploidizacio révén két
kromoszoma elvesztésével.

A Dunantulon két populacioja ismert a halvany safranynak
(Crocus vittatus Schloss. & Vukot.). Elterjedési teriilete a
Karpat-medence délnyugati részétol (Szlovénia,
Horvatorszag), Magyarorszag teriiletén at a Déli-Karpatokig
htzodik. Kromoszoémaszama szintén 2n=18 és lepeltorka
szOrozott.

Kutatomunkdm soran a fent emlitett taxonok molekularis
rendszertani és filogenetikai vizsgalatat végeztik AFLP
markerek €s kloroplaszt szekvencia adatok alapjan.

célkitiizesek

Kutatomunkam soran az alabbi célkitiizéseket fogalmaztam
meg:

1. Az AFLP technika optimalizalasa és alkalmazasa a
Crocus vernus fajcsoport genetikai variabilitasanak
vizsgalatara.

2. Uj genetikai markerek alkalmazasa a Crocus vernus
fajcsoport molekularis taxonémiai vizsgalatahoz.

3. A Crocus vernus fajcsoport Karpat-medencei fajainak

molekularis taxonomiai, filogenetikai és
populaciogenetikai  vizsgalatai AFLP  markerek
alapjan.

4. A Crocus vernus fajcsoport Karpat-medencei fajainak
citogenetikai vizsgalata.



Anyag és Modszer
Novényi mintak

A molekularis taxonomiai vizsgalatokba a Karpat-medence
térségébol nyolc Crocus fajt vontunk be 32 kiilonb6zo
populaciobol. A C. vernus fajcsoporthoz tartozo fajok koziil a
C. vernus, C. heuffelianus, C. scepusiensis, C. vittatus és a
kozép-olasz  elterjedést  C.  neapolitanus faj  egy
egyedétvizsgaltuk. Kiilcsoportként C. sativus és C. banaticus,
C. tommasinianus fajok szerepeltek.

DNS izoldlas

A genomialis DNS izolalashoz fenol-kloroform extrakciot
(BENNER et al. 1995) és modositott CTAB extrakciot
(SRAMKO et al. 2015) alkalmaztunk.

AFLP analizisek modszertana

Az AFLP vizsgalatok soran a Crocus fajok genetikai
variabilitdsanak tanulmanyozasara két kiilonbozo kisérleti
rendszert allitottunk fel.

Q) Az elévizsgalatok soran 6 Crocus
populaciodtvizsgaltunk. A retrikcios fragmentek
felszaporitasara egy 1épéses PCR reakciot alkalmaztunk. A
DNS fragmentmintazat detektalasa poliakrilamid
gélelektroforézissel és eziistfestéssel tortént.

(2) A Kkisérletek masodik szakaszaban az AFLP
analiziseket a teljes adatsoron, 32 kiilonb6z6 Crocus populacio
bevonasaval végeztiik. Az AFLP protokolt a VoS et al. (1995)
altal kozoltek szerint végeztiik, kisebb modositasokkal. A
PCR reakcid soran kétlépéses amplifikaciot alkalmaztunk. A
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fragmentmintazat detektalasa kapillaris elektroforézissel
tortént.

Kloroplaszt szekvencia analizisek méodszertana

A kloroplaszt szekvencia analizis soran az accD-psal
intergénikus spacer (cpIGS) szekvenciadt szaporitottuk fel 35
Crocus mintaban (SMALL et al. 1998).

Kromoszomaszam meghatdrozds

Citologiai vizsgalatainkban a Crocus vernus fajcsoporthoz
tartozo fajok és a C. tommasinianus esetében is kromoszoma
szam meghatarozast végeztiink.

Statisztikai értékelés

Az AFLP fragmentmintazat értékelése soran az 50 és 500
bp kozotti fragmenteket vizsgaltuk és 0/1 binaris adatokka
alakitottuk.

Az eldvizsgalatok soran Nei és Li modszere (1979) alapjan
genetikai tavolsag matrixot készitettiink, majd ebbdl kiindulva
UPGMA dendogrammot rekonstrudltunk. A teljes adatsor
bevonasa soran filogenetikai és fenetikai elemzéseket
végeztiink. A fenetikai elemzés soran Jaccard hasonlosagi
index alapjan PcoA analizist végeztiink. A filogenetikai
Osszefiiggések megallapitasara parszimoénia alapi elemzést
végeztiink PAUP* v4.0b10 programmal (SWOFFORD 2003). A
parszimona elemzéseket elvégeztiik a teljes adatsorral,
valamint egy szlikitett adasorral is, amelybol kizartuk a
feltételezett hibrid taxonokat (C. vittatus és C. scepusiensis). A
hibridizacié vizsgalatdra Bayes-féle utolagos valosziniségen
(“Bayesian posterior probability”) alapulo staisztikai analizist



végeztink a NewHybrids programmal (ANDERSON &
THOMSON 2002).

Populaciogenetikai elemzéseink soran a C. vernus
fajcsoporthoz tartozé fajok genetikai variabilitasat, valamint a
populacidszerkezetének hierarchidjat vizsgaltuk molekuléris
variancianalizissel (AMOVA). A genetikai divergencia
mérészamaként a PhiPT értékét hataroztuk meg. Az
elemzéseket a GenALEX 6.5. programmal végeztiik.

A kloroplaszt szekvencia elemzés soran maximum
parszimonia (MP) analizist végeztiink (FITCH et al. 1971)
PAUP program segitségével. A torzsfa elagazasi pontjainak
statisztikai tamogatottsagat bootstrap (BS) modszerrel
(FELSENSTEIN 1985) teszteltiik 1000 ismétléssel.

Eredmények
AFLP vizsgalatok eredményei

Az AFLP el6vizsgalatok soran 6 Crocus faj genetikai
variabilitasat vizsgaltuk. Az UPGMA dendogrammokon a C.
heuffelianus, C. vittatus és C. tommasinianus mintak egy
kladot alkottak, azonban a C. scepusiensis mintadk esetén
nagyobb  genetikai tdvolsagot Aallapitottunk meg. A
kiilcsoportként bevont C. banaticus elkiiloniilését nem sikertiilt
egyértelmiien megallapitani.

A teljes adatsor bevonasaval készitett AFLP analizis soran hét
Crocus faj 44 egyedét vizsgaltuk. A végsé analizishez harom
szelektiv primerkombinaciot valasztottunk, amely Osszesen
185 AFLP fragmentet eredményezett, ezek koziil 157 volt
polimorf (85%). Az MP filogenetikai fa els0 leagazasat a
kiilcsoportként bevont C. banaticus egyedek alkottak 100%-0s
BS tamogatottsaig mellett. A kovetkezd ledgazasban a C.
tommasinianus és a C. vernus fajcsoport egyedei szerepeltek.
A C. vernus fajcsoporton beliil a mintak két alkladot alkottak.
(i) A balkani kladot a C. heuffelianus s.s mintak és egy C.
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tommasinianus egyed alkotta. (ii) Az adriai kladon beliil egy
kladot alkottak a C. vittatus és C. vernus mintak, mig a C.
scepusiensis mintak és a C. neapolitanus minta egy masik
alkladot képviselt. Az analizisb6l a feltételezett hibrid
mintdkat kizarva a balkani és adriai kladok 84% és 76%-0s
statisztikai tamogatottsag mellett kiiloniiltek el.

A PCoA analizis a Crocus vernus fajcsoporton beliil harom
f6 csoportot kiilonitett el. A balkani csoportot a C.
heuffelianus s.s. és a C. tommasinianus mintak alkottdk. Az
adriai csoportot a C. vernus, C. vittatus és C. neapolitanus
egyedek. A C. scepusisensis mintak altal alkotott harmadik
csoport elkiiloniil a balkdni és adriai csoport egyedeit6l. A
NewHybrids analizis P1 sziil6i genotipusnak a C. vernus és a
horvatorszagi C. vittatus mintakat allapitotta meg. A P2 sziil6i
genotipust a C. heuffelianus s.s. egyedek alkottak. F1 hibrid
kategoriaba a C. scepusiensis, valamint a magyar és horvat C.
vittatus mintak tartoztak.

A populaciogenetikai vizsgalataink soran az atlagos
heterozigota gyakorisag (H) értékekek alacsonyak voltak. A
C. vernus fajcsoport tagjai kozott ez a mutatd 0,105 és 0,163
kozott valtozott. Az AMOVA analizis soran a teljes genetikai
varianciat populaciok és fajok szintjén vizsgaltuk. A teljes
variancia nagyobb része a populaciok kozotti kiilonbségbol
szarmazott (57%), mig a populacidkon beliil ez az érték 43 %
volt. Faji szinten vizsgalddva azonban a teljes variancia 61 %-
a a fajok kozotti varianciabdl adodott, mig fajokon beliil ez az
érték 39% wvolt. A genetikai differencialodas mértéke a
populaciok kozotti magasabb volt (PhiPT=0,573), mint fajok
kozott vizsgalodva (PhiPT=0,389).



Szekvencia alapu vizsgdlatok eredményei

A kloroplaszt szekvencia analizis soran 35 Crocus minta
esetén hataroztuk meg az accD-psal intergénikus spacer
bazissorendjét. A filogenetikai fa els6 leagazasat a
kiilcsoportként bevont C. banaticus alkotta (BS:100%). A fa
ezt kovetéen hasonloan az AFLP markerek alapjan
rekonsrtualt dendogrammhoz két alkladra kiiloniilt el. (i) A
balkani kladot a C. tommasisnianus, a C. heuffelianus s.s., a C.
scepusiensis mintak és egy C. vittatus minta alkotta (BS:
99%). (ii) Az adriai kladot (BS: 96 %) a C vittatus, C. vernus
¢és C. neapolitanus egyedei alkottak, faji szinten azonban nem
kiiloniiltek el.

Kromoszéma vizsgdlatok eredményei

A citogenetikai vizsgalatok soran a Crocus vernus
fajcsoporthoz tartozo fajok és a C. tommasinianus esetében is
kromdszoma szam meghatarozast végeztink. A C. vernus
esetén 2n=8 kromoszoémaszamot allapitottunk meg. A C.
heuffelianus minta kromoszémaszama 2n=10 volt. A C.
scepusiensis és a C. vittatus populaciok esetén 2n=18
tetraploid kromoszomaszamot allapitottunk meg. A C.
tommasinianus minta szintén tetraploid volt 2n=16
kromoszémaszammal.



Diszkusszio

Molekularis vizsgalataink eredményeképpen a kloroplaszt
szekvencia adatok és az AFLP markerek alapjan a C. vernus
fajcsoporton beliil két fejlddési vonalat kiilonboztetiink meg, a
balkani ¢és adriai kladokat; amelyek két kiillonbozo
biogeografiai régiot reprezentalnak. A balkani kladhoz tartozo
taxonok a C. heuffelianus s.s, C. scepusiensis (plasztid fa
estén). Az adriai kladhoz pedig a C. vernus, C. vittatus és C.
neapolitanus  taxonok tartoznak. A faji  szintd
felbontoképesség tekintetében az AFLP modszer az accD-psal
plasztid markerrel Osszehasonlitva arnyaltabb filogenetikai
kapcsolatok megallapitasat tette lehetévé. A plasztid fan a
balkéani és adriai klad magas staisztikai tdmogatottsag mellet
kiilontl el, azonban a kladokon beliil a fajok keverednek, igy
az accD-psal plasztid marker a Crocus vernus fajcsoporton
belill a faj szintli azonositast nem tette lehetdve.

Az AFLP adatok filogenetikai és fenetikai analizisében is a
C. heuffelianus s.s., C. scepusiensis és C. neapolitanus
taxonok faji szinten elkiiloniiltek. Azonban a C. vernus és C.
vittatus egyedeit az AFLP markerek alapjan sem tudtuk faji
szinten megkiillonboztetni.

Populacidgenetikai vizsgalatainkban a Karpat-medencei
Crocus fajok esetén a genetikai diverzitas alacsony szintjét
allapitottuk meg. A populaciok kozotti genetikai variabilitas
nagyobb mértékii volt, mint a fajok kozotti. Tovabba a
populacidk szintjén vizsgalodva a genetikai differenciacio is
magasabbnak mutatkozott. Mindezekbdl arra kdveztethetiink,
hogy recens fajkeletkezési folyamat all a Karpat-medencei

Molekularis  genetikai eredményeinket ¢és a fajok
morfologiai jellegzetességet egyiittesen figyelembe véve 6
Crocus fajt Evolucidsan Szignifikans Egységként definialtunk,
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ezek a C. banaticus, C. tommasinianus, C. heuffelianus s.s., C.
scepusiensis, C. vernus és C. vittatus fajok voltak.
Funkcionalis Konzervacios egységek azonban eredményeink
alapjan nem jelolhetok ki.

Filogenetikai vizsgalataink soran az AFLP markerek
alapjan rekonstrulat kladogram ¢és az accD-psal kloroplaszt
szekvencia alapu fa a C. scepusiensis egyedeket az AFLP fan
az adriai kladba, ezzel ellentétben a plasztid fan a balkani
kladba helyezte. A biparentalisan és maternalisan 6roklédo
markerek ilyen fajta inkongruencidja a hibridizacios
fajkeletkezési folyamatok bizonyitéka (LINDER & RIESEBERG
2004, WAN et al. 2013). A PCoA analizis ordinacios abrajan a
C. scepusiensis egyedek az adriai és a balkani klad egyedei
kozott egy jol definialhatd koztes helyzetii csoportban
helyezkedtek el, amely szintén hibridizaciora utald jel
(ToyAmA et al. 2014). A NewHybrids analizis pedig a C.
scepusiensis egyedeket F1 hibrid genotipusba sorolta.
Eredményeink alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy
molekuléris genetikai vizsgalatainkkal egy olyan hibridizacios
fajkeletkezési eseményt bizonyitottuk, amelyben a C.
scepusiensis taxon a balkani és az adriai klad valamely
tagjanak  hibridizacioja  révén  johetett  létre. A
kromoszomaszam adatok és a molekularis markerek alapjan a
hibrid eredeten til arra engednek kovetkeztetni, hogy a C.
scepusiensis (2n=18) a C. vernus (2n=8) és a C. heuffelianus
(2n=10) hibridje. igy ez a faj az allopoliploid fajkeletkezés egy
tipikus példaja, amelyben két kiillonb6z6 faj elsé 1épésben
hibridizalt egymassal, majd egy poliploidizaciés eseményt
kovetden tetraploid formava alakult.

Hasonl6 fajkeletkezési folyamatot feltételezhetiink a C.
vittatus (2n=18) taxon esetében is, amely a C. scepusiensis
fajjal parhuzamosan a Karpat-medence déli térségében parallel
fajkeletkezési folyamat utjan johetett létre, szintén a 2n=10-€s
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C. heuffelianus és 2n=8-as kromoszémaszamti C. vernus
allotetraploid hibridjeként.

Uj tudomdnyos eredmények

1. Az AFLP vizsgélataink optimalizacidja soran olyan
reprodukalhatd kisérleti rendszert allitottunk fel, amelynek
segitségével lehetdség nyilt a Crocus vernus fajcsoport
tagjainak genetikai variabilitas vizsgalatara és filogenetikai
viszonyaik pontosabb megallapitasara.

2. A Crocus nemzetség filogenetikai vizsgalataihoz egy
eddig nem alkalmazott genetikai markert, az accD-psal
intergénikus kloroplaszt régiot vizsgaltunk.

3. Az AFLP és az accD-psal markerek alapjan a Crocus
vernus fajcsoporton beliil két fejlédési vonalat kiilonboztetiink
meg, a balkdni és adriai kladokat. A balkani kladhoz tartozé
taxonok a C. heuffelianus s.s, C. scepusiensis (plasztid fa
estén). Az adriai kladhoz pedig a C. vernus, C. vittatus és C.
neapolitanus taxonok tartoznak.

4. Molekularis taxonomiai vizsgalatunkban az AFLP
eredményeink egyértelmiien igazoljak a C. heuffelianus s.s.
(2n=10) faji szintl elkiilontlését a C. vittatus és C. vernus
taxonoktol.

5. Terepi megfigyeléseink alapjan fontos
megkiilonboztetd  morfologiai  bélyegnek  bizonyult a
lepeltorok sz6rozottsége.

6. Molekularis genetikai, citogenetikai és morfologiai
eredményeinket egylittesen figyelembe véve a C. heuffelianus
s.s.,, a C. vittatus és C. scepusiensis taxonok egyértelmiien
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elkiilonitheték egymastol. A C. vittatus faji ranga tagja a C.
vernus fajcsoportnak.

7. Filogenetikai eredményeink inkongruencigja a C.
scepusiensis hibrid eredetét bizonyitja, amelyet a NewHybrids
analizis is megerdsitett. A citolologiai eredmények alapjan
arra a koOvetkeztetésre jutottunk, hogy a C. scepusiensis
(2n=18) a C. vernus (2n=8) ¢és a C. heuffelianus s.s. (2n=10)
allotetraploid hibridje.

8. A C. vittatus (2n=18) esetén is allotetraploid
fajkeletkezési folyamatot feltételeziink. A C. vittatus a Karpat-
medence déli térségében parallel fajkeletkezési folyamat titjan
johetett létre, szintén a C. heuffelianus (2n=10) és a C. vernus
(2n=8) hibridjeként.

Koszoénetnyilvanitas

Koszonettel tartozom témavezetomnek, Suranyi Gyulanak
a kutatomunkam soran nyujtott timogatasaért.

Ko6szon6m szerzotarsaimnak, kiilonos tekintettel Sramkoé
Gabornak az AFLP ¢és szekvencia analizisekhez nyujtott
nélkiilozhetelen szakmai segitségét.

Koszonet illeti tovabba Albert Agnes-Juliat, Barna
Erzsébetet, Czeglédi Leventét, Gonda Sandort, Gulyas
Gergelyt, Horvath Orsolyat, Keszei Balazst, Lukics Balazs
Andrast, Molnar V. Attilat, Ovari Miklost, Papp Laszlot,
Resetar Annat, Takacs Attilat, Vasas Gabort a laboratériumi és
terepi munkakban nytjtott segitségiikért.

A dolgozat elkésziilését segitette az Apaczai Csere Janos
Doktoranduszi  Oszténdij (TAMOP  4.2.4.A/2-11-1-2012-
0001), amely az Eurdpai Unid tamogatasaval, az Eurdpai
Szocialis Alap tarsfinanszirozésaval valosult meg. Tovabba a
vizsgalatok megvalodsitaisthoz a CROCUSBANK AGRI-2006-
0265 palyazat jarult hozza.

12



Introduction

The taxonomically and citologically complicated Crocus
vernus species complex belongs to the genus Crocus series
Verni, and distributed from the Iberian Peninsula to the
western Balkans (HARPKE et al. 2014). Phylogenetic
relationships within the genus Crocus series Verni were
studied with morphological, molecular and karyological
analyses (HARPKE et al. 2014). However, this work does not
cover the northeast region of species distribution, where C.
vernus, C. heuffelianus, C. scepusiensis and C. vittatus occur
together. Therefore the phylogenetics and evolution of the C.
vernus species group is still waiting for answers.

The C. vernus species complex is represented by four
species in the Carpathian Basin.

C. vernus (= C. albiflorus Kit. ex Schult) is a
predominantly white flowered alpine plant distributed in the
high mountains of Alps that has a diploid chromosome number
of 2n=8 (BRIGHTON 1976).

Crocus heuffelianus Herb. is a lilac-flowered species with a
V-shaped dark patch on the upper end of the tepals and a
hairless entrance to the perianth tube. The distribution of this
species extends from the Balkan Peninsula and extends
eastwards via Romania and Ukraine into Poland (MIHALY &
KRICSFALUSY 1997, BRIGHTON 1976, HARPKE et al. 2014). In
Transylvania this species is characterised by chromosome
numbers of 2n=10 C. chromosome number of 2n=10
(BRIGHTON 1976, MURIN & HINDAKOVA 1984, MAJOVSKY
1990).

Crocus scepusiensis Borb. ex Kulcz. is found in mountain
habitats in the Northern Carpathians in Slovakia and Southern
Poland. This taxon is morphologically also characterised by
lilac tepals and by a hairy entrance to the perianth tube
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(MAJjovsky et al. 1990). C. scepusiensis is reported to be
2n=18 (SKALINSKA 1968, BRIGHTON 1976, MAJOVSKY et
al.1990) and MAJOVSKY et al.(1990) assumed that this species
originated from the northern population of C. heuffelianius
(2n=10) by autopolyploidisation and subsequent aneuploidy
(i.e. loss of two chromosomes).

Crocus vittatus Schloss. & Vukot. represented by two wild
population in Hungary This taxon occurs in the southeastern
part of the Carpathian Basin distributed from Slovenia, Croatia
and Hungary eastwards into the Southern Carpathians in
Romania. It is also a tetraploid species with a 2n=18
chromosome number the perianth tube is hairy at the entrance.
The main objective of my study to reveal the phylogenetic
relationships of these Crocus species based on AFLP markers
and chloroplast sequences data.

Aims of the study

The aim of our study was to contribute to the solution of
following questions:

1. The optimalization and applying of AFLP method to
evaluate the genetic variability within the Crocus
vernus species complex.

2. Exploration of molecular taxonomy of Crocus vernus
species complex using new genetic markers.

3. Molecular taxonomy, phylogenetic and population
genetic study of the species belongs to the Crocus
vernus species complex in the Carpathian Basin based
on AFLP markers.

4. Cytogenetic study of the species belongs to the
Crocus vernus species complex in the Carpathian
Basin.
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Materials and methods

Plant materials

We studied a total of 31 populations belonging to eight
species of Crocus from in Hungary, Ukraine, Romania,
Slovakia, Croatia and Italy. The autumn-flowering Crocus
banaticus Gay and C. sativus L. were included as distant
outgroup while C. tommasinianus is regarded as close
outgroup of our studied species.

DNA extraction

Total genomic DNA was extracted using phenol-
chloroform extraction (BENNER et al. 1995) and modified
CTAB protocol as detailed in SRAMKO et al. (2014).

AFLP fingerprinting

Two different AFLP experimental procedure were
performed to study the genetic variability of the Crocus.
species.

(1) During the first AFLP experiment six Crocus
population were analyzed. The amplification of fragments
from restriction digestion was performed by one-step PCR
reaction. The detection of DNA fragments has occurred with
polyacrylamide gel electrophoresis and silver staining.

(2) In the second phase of the experiments AFLP analysis
was carried out for the full dataset, involving 32 different
Crocus population. Az AFLP procedure was performed
following Vos et al.(1995) with minor modifications. In this
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experiment we used two-step PCR amplification and selected
three different primer combinations for the final analysis. The
analysis of fragments was performed by capillary
electrophoresis.

Amplification of the accD-psal plastid region

Exploration of phylogenetic relationships of 35 Crocus
species was undertaken using DNA sequences of the plastid-
encoded accD-psal intergenic spacer (cplGS). This plastid
region was amplified prior to sequencing with PCR using the
primers described in SMALL et al. (1998).

Chromosome counts

We performed chromosome counting with the members of
the Crocus vernus species complex found in the Carpathian
Basin and C. tommasinianus.

Statistical analysis

AFLP fragments were scored as present (1) or absent (0)
between lengths 50-500 bp. Based on theresults of the first
AFLP analysis NEI and LI (1979) genetic distance matrix was
created and UPGMA dendrogram reconstructed. The entire
AFLP dataset analysed both phenetically and cladistically. For
the phenetic analysis, genetic relationships between Crocus
taxa were inferred by principal coordinate analysis (PCoA)
with the distance matrix based on the Jaccard coefficient of
similarity. The AFLP dataset was analysed cladistically using
the MP criterion for phylogenetic tree reconstruction
implemented in PAUP* v4.0010 (SworFrFoORD 2003). We
performed a second analysis using the same settings where
individuals, found to be of hybrid origin in hybridity tests (C.
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vittatus, C. scepusiensis), were left out. The Bayesian
assignment program NewHybrids was then used to estimate
hybrid genotypes in a our AFLP data (ANDERSON &
THOMSON 2002). The AFLP-data were also used to obtain
basic statistics on marker variability as well as some
population genetic measures. Additionally, different scenarios
for partitioning genetic variability were also investigated in the
ingroup samples (i.e. Crocus vernus complex) using a
Analysis of Molecular Variance (AMOVA) approach
implemented in GenAlEXx v.6.5. Genetic divergence — defined
with a PhiPT value, a multiallelic analogue of Fsr — was
compared between the two alternative AMOVA arrangements.
Based on sequence data from the accD-psal intergenic spacer
we reconstruced a phylogenetic tree using an heuristic search
and the maximum parsimony (MP) criterion (FITCH et al.
1971) implemented in PAUP* v4.0b10. The robustness of tree
topology was tested using the non-parametric bootstrap (BS)
procedure (FELSENSTEIN 1985) after 1000 pseudo-replicates.

Results

AFLP

In the pre-AFLP experiment we examined the genetic
variability of six Crocus species. On the UPGMA dendogram
C. heuffelianus, C. vittatus and C. tommasinianus samples
formed a clade, but in the case of C. scepusiensis samples
higher genetic distance was assumed. The separation of the
outgroup C. banaticus and C. sativus could not be clearly
established. In the second AFLP analysis with the entrie
dataset AFLP profiles of 44 individuals generated 185
characters (AFLP loci) with three primer combinations of
which 157 were polymorphic (85%). MP analysis of our
AFLP dataset supported the presence of two major groups
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(BS: 63%) within the Crocus vernus species complex: (i) the
‘AFLP Balkan clade’ containing all C. heuffelianus s.s.
specimens and one sample of C. tommasinianus; and (ii) the
‘AFLP Adriatic clade’ which is divided into two subclades.
These sublineages comprise, respectively, the samples of C.
vittatus and C. vernus from Hungary and Croatia while C.
scepusiensis samples from Slovakia and the Italian C.
neapolitanus sample form the other subclade. C.
tommasinianus was sister to the C. vernus species complex in
this analysis. Although these two main clades did not receive
BS in the original analysis, when we omitted the hybrid
specimens the two clades received moderate BS (84% — AFLP
Adriatic clade; 76% — AFLP Balkan clade).

Our PCoA separated species into three main groups.
Similar to the MP tree, C. heuffelianus s.s and C.
tommasinianus were placed close to each other (‘Balkan
clade’) while the other main group included all C. vernus, C.
vittatus and C. neapolitanus specimens (‘Adriatic clade’). The
third group, comprised of C. scepusiensis individuals, was
resolved in an intermediate position between the other two
groups. In the NewHybrids analysis all C. vernus samples and
three C. vittatus individuals, were determined as constituents
of the first parental species (P1) while individuals of C.
heuffelianus were assigned to the second parental species (P2).
All C. scepusiensis specimens and remaining C. vittatus
specimens from Hungary and Croatia were assigned as F1
hybrids.

In our population genetic measures the genetic diversity,
expressed as main expected heterozigosity (H.), was generally
low. For the members of the C. vernus species complex were
similar across taxa. AMOVA resulted in a higher level of
inferred variation (57 %) among populations than within
populations, but this pattern is reversed if variance is
partitioned at the species-level; only 39% of molecular
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variance was assigned among species. Comparison between
population vs. species level groupings show much higher
genetic differentiation between populations (PhiPT=0.573)
than between species (PhiPT=0.389).

Chloroplast DNA analysis

In our chloroplast DNA analysis we obtained the accD-
psal IGS region for a total of 35 individuals. Based on this
analysis, a well-supported (BS: 100%) major cluster was
recovered for the outgroup, containing all members of the
Crocus banaticus. Simirarly to the AFLP data two main
lineages were recovered in the tree: (i) the Balkan clade
containing all C. tommasinianus C. heuffelianus, C.
scepusiensis samples and one C. vittatus sample (BS: 99%)
and (ii) the Adriatic clade containing the C. vittatus, C. vernus
and neapolitanus samples (BS:96%). This clade contains no
further resolution within samples.

Chromosome counts

In our cytogenetic analysis the chromosome number
determinations were carried out with C. tommasinianus and
species belonging to the Crocus vernus species complex.
Chromosome number of 2n=8 was found in the sample of C.
vernus. The sample of C. heuffelianus was revealed
chromosome number of 2n=10. Tetraploid chromosome
numbers were confirmed for C. scepusiensis and C. vittatus,
both with 2n=18. C. tommasinianus was found to be tetraploid
at 2n=16.
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Discussion

Our phylogenetic study, including all species of the Crocus
vernus species complex occurring in the Carpathian Basin,
provides new insight: two main lineages can be identified
using both plastid sequences and AFLP fingerprinting; a
Balkan clade and an Adriatic clade that represent distinct
biogeographical regions. The Balkan clade contained Crocus
heuffelianus s.s., one Crocus vittatus samples, C. scepusiensis
(plastid tree) and C. tommasinianus. The Adriatic clade
included C. vittatus and C. vernus, as well as C. neapolitanus.

In comparison to the plastid marker, our AFLP analysis
achieved better resolution at the species level. Although on the
plastid tree the Balkan and Adriatic clade separated with high
BS support, within the clades there was no resolution at
species level.

In both phenetic and phylogenetic analysis of AFLP data C.
heuffelianus s.s, C. scepusiensis and C. neapolitanus were
separate at species level. However, based on AFLP markers
the individuals of C. vernus and C. vittatus could not be
separated at the species.

In our population genetic measures the low levels of
genetic diversity measured in the AFLP data, the fact that
more genetic variability is partitioned between populations
than between species, and the fact that populations display
much higher genetic differentiation than species, clearly
argues for the importance of an evolutionarily recent
separation in the case of Carpathian species.

Six distinct Evolutionars Signification Units were detected
within the C. vernus species complex corresponding to the
species of C. banaticus, C. tommasinianus, C. heuffelianus s.s.
C. scepusiensis, C. vernus and C. vittatus. However Functional
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Conservation Units could not be defined on the basis of our
results.

In our molecular taxonomic study AFLP markers clearly
revealed the separation of C. heuffelianus s.s. from the C.
scepusiensis and C. vittatus. Furthermore regarding of our
molecular genetic results and the distibution area of taxon we
also considered the separate taxonomic entity of the
morphological similar C. scepusiensis and C. vittatus both
with 2n=18 chromosome number.

Our AFLP-tree and plastid tree both place all the C.
scepusiensis individuals incongruently into either the Adriatic
(AFLPs) or the Balkan (plastid) clade. Such incongruence
between phylogenies based on biparentally and maternally
inherited markers are clear indications of hybridisation
(LINDER & RIESEBERG 2004, WAN et al. 2013). Moreover, in
our PCoA analysis, samples of C. scepusiensis form a well-
defined lineage and are placed in an intermediate position
between the Adriatic and Balkan groups. Our molecular results
suggest that C. scepusiensis may be derived from a cross
between a member of the Balkan clade and the Adriatic clade;
and NewHybrids analysis reveals that all C. scepusiensis
specimens are hybrids. Given the 2n=8 diploid number of the
Crocus vernus, the 2n=10 diploid number of C. heuffelianus,
and the tetraploid 2n=18 of C. scepusiensis, it is more likely
that C. scepusiensis originated from a cross between C. vernus
and C. heuffelianus s.s. and that this was followed
subsequently by tetrapolyploidisation. Therefore, this species
is a classic example of allotetraploid hybridisation, where two
different species were first involved in the hybridisation
process and this was then followed by polyploidisation. Our
lowland samples of Crocus vittatus are also shown to be of
hybrid origin in the NewHybrids analysis, based on the AFLP
data. In combination with the same ploidy level, 2n=18, this
indicates a similar allotetraploid origin for this species in the
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southern part of the Carpathian Basin. In summary, we
conclude a similar evolutionary origin for C. vittatus on the
southern arc of the Carpathian Basin, where, similar to C.
scepusiensis, the same parental species — most probably C.
vernus (2n=8) and C. heuffelianus (2n=10) — gave rise to the
allotetraploid C. vittatus that possesses a similar morphology.

Scientific results of the dissertation

1. With the optimization of the AFLP method we set up a
reproducible experimental system that achieved a usable
marker system to explore the deeper level of genetic variablity
and phylogenetic relationship within the C. vernus species
complex.

2. In our phylogenetic study DNA sequences of the
plastid-encoded accD-psal intergenic spacer was also
included, which we used first for the molecular genetic studies
of the genus Crocus.

3. Both the AFLP and plastid phylogenetic trees
separated the taxa into two groups: Balkan clade and Adriatic
clade. The Balkan clade contained Crocus heuffelianus s.s.,
one Crocus vittatus samples, C. scepusiensis (plastid tree) and
C. tommasinianus. The Adriatic clade included C. vittatus and
C. vernus, as well as C. neapolitanus.

4, In our molecular taxonomic study we consider C.
heuffelianus in the strict sense, restricting this name to only
diploid (2n=10) forms from the Transylvanian Carpathians
and adjacent territories. Based on our molecular results and the
morphological, citological features C. heuffelianus s.s. clearly
separated from C. scepusiensis and C. vittatus.
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5. Based on field observations proved to be an important
distinctive morphological character the hairy entrance to the
perianth tube.

6. Within the Crocus vernus species comlpex species
level differences were discovered between C. heuffelianus s.s,
C. scepusiensis and C. vittatus regarding our molecular genetic
results, citological and morphological features.

7. In our phylogenetic study the AFLP-tree and plastid
tree both place all the C. scepusiensis individuals
incongruently into either the Adriatic (AFLPs) or the Balkan
(plastid) clade. Such incongruence between phylogenies based
on biparentally (e.g. AFLP) and maternally (cpDNA) inherited
markers are clear indications of hybridisation. Bayesian
hybridity analysis also reveald this result. Given the 2n=8
diploid number of the C. vernus, the 2n=10 diploid humber of
C. heuffelianus s.s., and the tetraploid 2n=18 of C.
scepusiensis, it is more likely that C. scepusiensis originated
from a cross between C. vernus and C. heuffelianus.

8. We conclude a similar evolutionary origin for C.
vittatus on the southern arc of the Carpathian Basin, where, the
same parental species — most probably C. vernus (2n=8) and
C. heuffelianus (2n=10) — gave rise to the allotetraploid C.
vittatus.
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