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Bevezetés

A filogenetikai modszerek hasznélata és a biogeografiai
ismeretek 0tvozése segithet megérteni egyes ¢lolények és
folrdajzi régidk evolucids torténetét. A megkdzelités
harom évtizede terjedt el, ¢és azota Onalld
tudomanyteriiletté notte ki magat, amelyet
filogeografiaként  ismeriink.  Eurdpa  éldvilaganak
evolucids torténete szamos publikacid alapjat jelentette az
elmult harom évtizedben. A foldtorténeti negyediddszak
glacialis ciklusai szdmos faj esetében az elterjedési teriilet
Osszehuzodasat, majd kiterjedését idézték el6, aminek
forrasai azok a refugium teriiletek, ahol adott faj megfeleld
koriilményeket talalhatott hossza tavu fennmaraddsédhoz
(Hewitt, 2000). A dél-eurdpai refugiumok elméletének
értelmében a reflgiumteriiletek a dél-eurdpai félszigetek
teriiletén talalhatoak. Ezek a populaciok hosszu ideje jelen
vannak a teriileten és az északi iranyu rekolonizéacio
forrdsai (Hewitt, 1996). Néhany esetben a genetikai
struktira  kriptikus  északi (vagy extramediterran)
refigiumokrol arulkodik (Bhagwat & Willis, 2008),
vagyis, egyes fajok populacidi viszonylag északabbra is
fennmaradhattak és szolgalhattak a rekolonizécio
kiindulopontjaként. Ilyen menedékteriilet lehetett a

Karpatok teriiletén is, amely bizonyos fajok genetikai



sokféleségének fontos forrasa (Ronikier és mtsai., 2008;
Slovak és mtsai., 2012, Mosolygé-Lukéacs és mtsai., 2016,
Mraz & Ronikier, 2016). A Karpatok nagyobb léptékii
szerepét azonban viszonylag kevés tanulméany vizsgalta
(Bartha ¢és mtsai.,, 2015; Lendvay ¢és mitsai.,, 2016).
Dolgozatomban harom olyan esettanulméanyt mutatok be,
amelyek segitenek megérteni a Karpatok nagyobb léptékii
biogeografiai jelentségét.
Célkitiizés
e Az elsd esettanulmany sordn célunk volt a botanika
csaknem 200 éve vitatott kérdése, az egyetlen
Europaban 6shonosnak vélt, a Pilispokfiirdé melletti
Nymphaea lotus var. thermalis populacié harmadkori
eredetének  tisztdzdsa. A Lotos  alnemzetség
(szub)tropusi elterjedéssel rendelkezik, a N. lotus
torzsalakjat az Afrikaban taldljuk meg. Az eurodpai
novények harmadkori eredete esetén, nagyjabol
egyenletes specidcids rata mellett, jelentds genetikai
tavolsagot vartunk a tdrzspopulaciok és a plispokfiirddi
N. lotus var. thermalis kozott. Megvizsgaltuk a N.
lotusra és rokonaira jellemz6 speciacios ratat, majd a
genetikai tavolsagot a N. lotus sensu lato elterjedési

teriiletének kiillonb6zd pontjairdl gylijtétt populacidk



kozott, ebbdl kovetkeztetve az eurdpai populéciod
eredetének idejére.

A masodik esettanulmany a Délkelet-Karpatok egyik
endemizmusa, a Hepatica transsilvanica és
kozelrokonai filogenetikai helyzetét vizsgalja. A hibrid
eredetii H. transsilvanica egyik sziil6faja, a Hepatica
nobilis Eurdpa-szerte elterjedt, mig masik sziil6faja, a
Hepatica falconeri, kizarolag Kozép-Azsiaban fordul
eld. Sejtmagi ¢és organellaris (plasztisz) genetikai
lokuszok szekvencidi alapjan megbecsiiltiik azok
koaleszcenciaidejét, amibdl kovetkeztettiink fajok
kovetkeztettiink a Délkelet-Karpatok jelentdségére a H.
transsilvanica  hosszi  tava  fennmaradasanak
szempontjabol.

A harmadik esettanulmadny egy kontinentalis
elterjedésti faj, a Primula wvulgaris filogeografiai
viszonyait vizsgalta. A faj 6kologiai igényei hasonldak
az Eryhtronium dens-canis-éhoz (Bartha és mtsai.,
2015), amely faj jol elkiiloniilt leszarmazési agat
képvisel az Erdélyi-medencében. Volkova és mitsai.
(2013) jelentds genetikai variabilitast fedeztek fel a
Kolhisz régio és a Fekete-tenger északi partvidékének
populacioban. Felvetddik, hogy a jelenlegi genetikai

struktira hatterében allhatnak keleti refugiumok is. A
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teljes elterjedési teriiletrél szarmazd mintak genetikai
struktarajanak feltarasa utdn kovetkeztettiink a
potencialis refugialis teriiletek elhelyezkedésére és
felvazoltuk a  valdszintsithetd kolonizacios

utvonalainak iranyat.
Modszerek

A terepi mintdkat DNS izolacid el6tt szilikagélben, vagy
olyan genomi régidkat amplifikdltunk polimeraz
lancreakcio (PCR) segitségével, amelyek variabilisnak
bizonyultak a célcsoportban. A 16kuszok szekvenciajaban
megdrzott filogenetikai informacié alapjan vontunk le

kovetkeztetéseket az evolucids torténetre vonatkozodan.

A Nymphaea lotus var. thermalis vizsgalata soran
elemeztiink egy sejtmagi (nriTS) és harom, a plasztisz
genombol szarmazd DNS régiot (rpl32-trnL, psbM-trnD,
trnT-trnL). Bayesianus statisztikat hasznalva
megbecsiiltiik a Lotos alnemzetségre és kevesebb, mint
25,4 millio évvel ezel6tt elvalt rokonaira jellemz6
specidcids ratat. Az afrikai elterjedési teriilet négy
pontjarol gytjtott N. lotus sensu lato mintdk és a
Nymphaea lotus var. thermalis kozti genetikai tavolsagot

haplotipushal6zat rekonstrukcio segitségével elemeztiik.



A Hepatica transsilvanica esetében a faj hibrid
eredetére tekintettel az nrITS mellett elemeztiink egy kis
kopiaszamu sejtmagi gént, az MLH1-et, amely az nrITS-
el ellentétben kevésbé ¢érzékeny az Gsszehangolt
evoluciora. Az anyai leszarmazasi agat a plasztiszban
talalhatd trnL-trnF és az accD-psal szakaszok alapjan
térképeztiik fel. Az egyes DNS régiok alapjan fiiggetlentil
rekonstrudltuk a génfdkat Maximum Likelihood és
bayesianus statisztika segitségével. Utobbi modszer
alkalmazasdval megbecsiiltik az egyes génkdpiak
koaleszcenciaidejét és azt geologiai idéskalan a fajok

elterjedési mintazatanak fényében értékeltiik.

A Primula vulgaris esetében a VVolkova et al. (2013)
altal variabilisnak talalt nrITS, valamint az rpl32-trnL és
trnL-trnF  plasztisz szakaszok alapjan vontunk le
kovetkeztetéseket. Mivel csekély genetikai differenciaciot
tapasztaltunk, haplotipushalédzat rekonstrukcid

segitségével értelmeztiik a filogeografiai struktarat.
Eredmények

A Nymphaea lotus var. thermalis harmadkori reliktum
eredetének vizsgalata

e A Nymphaea lotus és kozelrokon fajai speciacios
ratajat nagyjabol allandonak talaltuk.



o A legjelentdsebb genetikai tavolsagot a N. lotus sensu
laton beliil a nyugat-afrikai minta és a fennmarado
populaciok kozott talaltuk.

e Minden populacio elkiiloniilt genetikailag, kivéve a
plspokfiirdoi és az egyiptomi mintdkat, amelyek Ot
gyorsan evolvalodo 16kuszon egyeztek meg teljesen.

Molekularis filogenetikai bizonyitékok a Hepatica
transsilvanica harmadkori, allotetraploid eredetére

e Molekularis filogenetikai modszereket hasznalva
megerdsitettiik korabbi szerzok kariologiai
eredményeit a Hepatica transsilvanica hibrid
eredetével kapcsolatban.

e Az nrITS elemzése a kozép-azsiai Hepatica falconeri
testvéreként helyezte el a H. transsilvanicat, mig a
plasztiszadatok elemzése alapjan az Eurdpaban
6shonos Hepatica nobili-t azonositotta legkozelebbi
rokonfajként. Az MLH1 szekvencidkban két eltérd
kopiat fedeztiink fel, amelyek eredete azonosithato volt
a legvalosziniibb sziil6fajokkal.

a pliocén, legkésdébb a pleisztocén elejére tehetd.

A Primula vulgaris eurépai léptékii genetikai

variabilitasanak vizsgalata



e A plasztisz szekvenciak elemzése a Kolhisz régio
mintait azonositotta a kiilcsoporthoz (Primula veris)
legkozelebbi genetikai egységként. A Fekete-tenger
partvidékének mintai viszonylag komplex genetikai
struktarar6l tanuskodtak, amelybdl levezethetéek a
Ko6zép- és Nyugat-Eurdpaban elterjedt csillagszerti
struktirdju haplocsoport. A Krim-félsziget és a Hirkan
erdék jol elkiiloniilt, utdobbi csoportbol levezethetd
egységet alkottak.

e Az nrITS régi6 elemzése a kiilcsoportot a kizarolag a
Kolhisz  régidban ¢és a  Karpat-medencében
megtalalhato ribotipushoz csatolta. A halozat altalaban
csillagszerli strukturat mutatott, az egyes ribotipusok
kozott 1-3 mutacios [épéssel kapesolodtak egymashoz.
Amellett, hogy azonositottunk a  dél-eurdpai
félszigetekre jellemzd endemikus ribotipusokat, a
Krim-félsziget és a Hirkan-erddk egyedei ebben az
elemzésben is jol elkiilontiltek. A nyugat-eurdpai arean

egyetlen, nagy frekvenciaju ribotipus dominalt.
Diszkusszio

A Nymphaea lotus var. thermalis esetében a megfigyelt
kozel allando specidcios rata mellett valodi harmadkori
reliktum  esetében jelentés  genetikai  tdvolsagra

szdmitottunk az afrikai és eurdpai populaciok kozott.



Ezzel szemben a belcsoporton beliil a legjelentésebb
differenciaciot a nyugat-afrikai populacié mutatta (1,26
millié6 év). Meglepd modon a piispokfiirdéi névény
minden lokuszon megegyzett az egyiptomi populacioval,
amely kozelmultbeli megtelepedésre utal. Az eredmények
Osszhangban 4allnak Smolen ¢és Falniowski (2010)
eléforduld ¢és szintén harmadkori reliktumnak tartott
Melanopsis parreysiit az europai meleg vizii forrasokban
eléfordulo Fagotia acicularis testvérfajaként
azonositottak. A N. lotus var. thermalis tercier reliktum
statusza cafolhatd. Habar adatsorunk alapjan nem
azonosithatd a pontos eredet, a novény jelenlétére
magyarazat lehet a Tuzson (1908) altal is valoszinisitett
szandékos betelepités a torok hodoltsag idején, valamint a
kolt6z0 vizimadarak 4altali behurcolas is. Habar a
harmadkori eredet elvethet6, a noévény jelenlétének
tovabbra is lehet jelentdsége ¢érdekes ¢és egyedi
eléfordulasa miatt, igy védettsége tovabbra is indokolt a
Natura 2000 programban (31A0).

A Hepatica transsilvanica és kozelrokonainak datalt
filogenetikai elemzése megerdsitette Weiss-Schneeweiss
¢s mtsai. (2007) eredményeit, miszerint a pliocén fontos

szerepet jatszhatott a nemzetség speciacios folyamataiban.



A Dbecsiilt koaleszcenciaidék ©Osszhangban allnak mas,
hasonl6 elterjedési mintazatot mutatd fajok izolacios
eseményeivel (Yokoyama és mtsai., 2000; Lendvay és
mtsai., 2016). Az nrITS és a plasztisz szakaszok alapjan
rekonstrualt torzsfak ellentmondo topologiaja
megerdsitette a H. transsilvanica hibrid eredetét. Az
MLH1 adatsor segitségével, amelyben felfedezetiik a
mindkét sziilére jellemzd kopidkat, kozvetleniil
tanulmanyozhat6 volt a hibrid speciacié. A plasztisz
szekvenciak elemzése alapjan a H. transsilvanica anyai
sziil6je a Hepatica nobilis lehetett és a haplotipusok k6z6s
o0se korilbelil 2,4 milli6 éve létezhetett. A H.
transssilvanica hossztt tava talélése a Délkelet-
Karpatokban bizonyithato, ahol a faj heterogén
¢lohelytipusoknak  és a  meszes  alapkdzetnek
koszonhetéen maradhatott fenn (Hurdu és mtsai., 2016) a
negyediddszak kezdetétdl, miutan a harmadkori flora nagy
része kipusztult Eurépaban (Willis & Niklas, 2004).

A Primula vulgaris esetében a plasztisz és az nrITS
elemzése is jol feltarta a filogeografiai egységeket, bar a
két adatsor nem mutatott teljesen egybehangzd képet.
Mindkét elemzés a Kolhisz régiot helyezte legkdzelebb a
kiilcsoporthoz (P. veris), igy elképzelhetd, hogy ez lehetett

a faj Osi aredja, ami a kezdeti kolonizacio forrasa lehetett.



Az nrITS effektiv populaciomérete és az Osszehangolt
evolucio noveli a kozds 6si  polimorfizmusok
felfedezésének esélyét (Schaal és mtsai., 2000), mivel az
allélok teljes levalogatddasdhoz tobb 1d6 sziikséges.
Amennyiben a Kolhisz régioban és a Karpat-medencében
valoban a kozds 6si ribotipust fedeztiik, feltételezhetjiik a
novény hossza tava tulélésének lehetéségét lehet Kozép-
Eurépaban. Eléfordulhat azonban, hogy az nrITS nem
teljes mértékben tiikkrézi az evolucids leszarmazast és a
ribotipus jelenléte Kozép-Eurdpdban csupan a marker
molekularis evoltacidjanak kovetkezménye. Mindkét
esetben feltlind, hogy a kozos ribotipus a Kolhisz région
kiviil kizarélag a Karpat-medencében jelenik meg, amely
eredetének pontos tisztdzasa fontos informéciokkal
szolgalhat a faj evolucids torténete és a Karpat-medence
biogeografiai jelentdsége szempontjabol. A mintazatot
altalanossagban értelmezhetjiik  kelet-nyugati  iranyu
kezdeti kolonizacioé bizonyitékaként. Habar a faj hosszu
tava fennmaradésara a Karpat-medencében csak indirekt
moddon tudtunk kovetkeztetni, eredményeink 6sszhangban
allnak azon tanulméanyokkal, amelyek mezofil fajok
esetében nagy genetikai valtozatossagot mutattak ki a
Karpat-medencében.
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Habar a Nymphaea lotus var. thermalis harmadkori
eredete biztonsaggal cafolhato, a Hepatica transsilvanica
harmadkori eredete és a Primula vulgaris valosziniisithetd
hosszu tavi fennmaradasa a Karpat-medencében a régid
fontos szerepére engednek kovetkeztetni a mezofil fajok

endemikus leszarmazasi againak megorzésében
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munkatarsat is.

11



N

DEBRECENI EGYETEM

D E B R E CE N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

EGYETE M H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
Tel

el.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@Iib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam: DEENK/79/2021.PL
Targy: PhD Publikacids Lista

Jelélt: Laczko Levente
Doktori Iskola: Juhdsz-Nagy Pal Doktori Iskola
MTMT azonosité: 10058659

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

Idegen nyelvii tudomanyos kézlemények kiilféldi folydiratban (3)

1. Laczke, L., Sramké, G.: Hepatica transsilvanica Fuss (Ranunculaceae) is an Allotetraploid Relict
of the Tertiary Flora in Europe ? Molecular Phylogenetic Evidence.
Acta Soc. Bot. Pol. 89 (3), 1-14, 2020. ISSN: 0001-6977.
DOI: http://dx.doi.org/10.5586/asbp.8934
IF: 1(2019)

2. Volkova, P. A., Laczkg, L., Demina, O., Schanzer, |., Sramko, G.: Qut of Colchis: The Colcnization
of Europe by Primula vulgaris Huds. (Primulaceae).
Acta Soc. Bot. Poi. 89 (3), 1-15, 2020. ISSN: 0001-6977.
DOI: http:/dx.doi.org/10.5586/asbp.89313
IF: 1(2019)

3. Laczko, L., Lukacs, B. A, Mesterhazy, A., Molnar, V. A., Sramkd, G.: Is Nymphaea lotus var.
thermalis a Tertiary relict in Europe?

Aquat. Bot. 155, 1-4, 2019. ISSN: 0304-3770.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.aquabot.2019.02.002
IF: 1.71

Tovabbi kdzlemények

Magyar nyelvii tudoményos kézlemények hazai folyéiratban (1)
4. Takacs, A., Laczkd, L., Molnar, V. A.: A herbariumok '0j tipusl' felhasznalésai.
Bot. Kézi. 100 (1-2), 217-238, 2013. ISSN: 0006-8144.

12



N

v

DEBRECENI EGYETEM
D E B R E CE N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Edyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Idegen nvelv( tudomanyos kbzleménvyek kiilféldi folydiratban (11)
5. Malkacs, T., Laczké, L., Bereczki, J., Meglécz, E., Szovényi, P., Sramko, G.: Development and
characterization of novel markers in the endangered endemic species.
Appi Plant Sci. 8 (2), 1-4, 2020. ISSN: 2168-0450.
DOI: http://dx.doi.org/10.1002/aps3.11321
IF: 1.581 (2019)

6. Nemeth, A., Csorba, G., Laczké, L., Mizsei, E., Bereczki, J., Pasztor, J. A, Petro, P, Sramko, G.:
Multi-Locus Genetic Identification of a Newly Discovered Population Reveals a Deep Genetic
Divergence in European Blind Mole Rats (Rodentia: Spalacidae: Nannospalax).

Ann. Zool. Fenn. 57 (1-6), 89-98, 2020. ISSN: 0003-455X.
DOI: http://dx.doi.org/10.5735/086.057.0110
IF: 0.956 (2019)

7. Lovas-Kiss, A., Vincze, O., Kleyheeg, E., Sramké, G., Laczké, L., Fekete, R., Molnar, V. A.,
Green, A. J.: Seed mass, hardness, and phylogeny explain the potential for endozoochory by
granivorous waterbirds.

Ecol. Evol. 10, 1413-1424, 2020. ISSN: 2045-7758.
IF: 2.392 (2019)

8. Horvath, O., Laczké, L., Lisztes-Szabé, Z., Molnar, V. A, Popiela, A., Sramko, G.: The
Phylogenetic Position of Vincetoxicum pannonicum (Borhidi) Holub Supports the Species’
Allopolyploid Hybrid Origin.

Acta Soc. Bot. Pol. 89 (3), 1-14, 2020. ISSN: 0001-6977.
DOI: http://dx.doi.org/10.5586/asbp.8931
IF: 1(2019)

9. Szinai, M., Nagy, Z., Maté, P., Kovacs, D., Laczkd, L., Kardos, G., Sapy, T., Szlics, A., Szarka, K.:
Comparative analysis of human papillomavirus type 6 complete genomes originated from
head and neck and anogenital disorders.

Infect. Genet. Evol. 71, 140-150, 2019. ISSN: 1567-1348.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.meegid.2019.03.019
IF: 2773

10. Sramko, G., Laczké, L., Volkova, P. A, Bateman, R. M., Mlinarec, J.: Evolutionary history of the
Pasqu.efflowers (Pulsatilla, Ranunculaceae): Molecular phylogenetics, systemau/c\s\ﬁggt;\m
evolution. ¥ Q
Mol. Phylogenet. Evol. 135, 45-61, 2019. ISSN: 1055-7903.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ympev.2019.02.015
IF: 3.496

13



e

DEBRECENI EGYETEM
D E B R E CE N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETE M Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

11. Sramkd, G., Paun, O., Brandrud, M. K., Laczké, L., Molnér, V. A., Bateman, R. M.: lterative
allogamy-autogamy transitions drive actual and incipient speciation during the ongoing
evolutionary radiation within the orchid genus Epipactis (Orchidaceae).

Ann. Bot. 124 (3), 481-497, 2018. ISSN: 0305-7364
DOI: http://dx.doi.org/10.1093/aob/mcz103
IF: 4.005

12. Cserkész, T, Flldp, A., Aimerekova, S, Kondor, T., Laczké, L., Sramko, G.: Phylogenetic and
Morphological Analysis of Birch Mice (Genus Sicista, Family Sminthidae, Rodentia) in the
Kazak Cradle with Description of a New Species.
J. Mamm. Evol. 26 (1), 147-163, 2019. ISSN: 1064-7554.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s10914-017-9409-6
IF: 2.5

13. Costea, M., El, M. H., Laczké, L., Fekete, R., Molnar, V. A., Lovas-Kiss, A., Green, A. J.: The
effect of gut passage by waterbirds on the seed coat and pericarp of diaspores lacking
"external flesh": evidence for widespread adaptation to endozoochory in angiosperms.
PLoS One. 14(12), 1-22, 2019. ISSN: 1932-6203.

DOI: http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0226551
IF:2.74

14. Pets, A., Kenéz, A., Lisztes-Szabd, Z., Sramké, G., Laczké, L., Molnar, M., Béka, G.: The first
archaeobotanical evidence of Lagenaria siceraria from the territory of Hungary: histology,
phytoliths and (a)DNA.

Veg. Hist. Archaeobot. 26 (1), 125-142, 2017 ISSN: 0939-6314
DOI: hitp://dx.doi.org/10.1007/s00334-016-0566-y
IF:2.232

15. Sramké, G., Molnar, V. A, Téth, J. P., Laczké, L., Kalinka, A., Horvath, O., Skuza, L., Lukacs, B.
A., Popiela, A.: Malecular phylogenetics, seed morphometrics, chromosome number
evolution and systematics of European Elatine L. (Elatinaceae) species.

PeerJ. 4,1-25, 20186. EISSN: 2167-8358.
DOI: https://doi.org/10.7717/peer].2800
IF: 2177

14



B

DEBRECENI EGYETEM
D E B R E CE N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETE M Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Magyar nyelvii absztrakt kiadvanyok (3)
16. Malkdcs, T., Almerekova, S., Laczkd, L., Meglécz, E., Cservenka, J., Bereczki, J., Sramko, G.: A
Gladiolus palustris populdcidgenetikai vizsgalata a Karpat-medencében = The population
genetic structure of Gladiclus palustris in the Carpathian Basin.

In: XII. Aktualis flora- és vegetacickutatas a Karpat-medencében : nemzetkozi konferencia :
program es osszefoglalok : Debrecen, 2018. februar 23-25. = 12th International Conference
"Advances in research on the flora and vegetation of the Carpato-Pannonian region" :
programme and abstracts : Debrecen, 23-25 February 2018. Szerk.: Molnar V. Attila, Sonkoly
Judit, Takacs Attila, DE TTK Névénytani Tanszék, Debrecen, 38, 2018. ISBN:
9789634739265

17. Sramkd, G., Laczké, L., Sallainé Kapocsi, J., Lisztes-Szabo, Z., Malnar, V. A.: A békold zsalya
hazali, periférikus allomanyainak populaciégenetikal vizsgalata - tanulsédgok a
természetvédelem szamara = Conservation genetics of the endangered steppe relict, Salvia
nutans, on its distribution periphery - conservation implications.

In: X1. Aktualis flora- &s vegetacidkutatas a Karpat-medencében : nemzetkozi konferencia =
"Advances in research on the flora and vegetation of the Carpato-Pannonian region”, Magyar
Természettudomanyi Mizeum, Budapest, 63-64, 2016. ISBN: 9789639877252

18. Laczko, L., Bauer, N., Molnar, V. A., Sramksé, G.: A medvefilkankalinok (Primula auricula agg.)
filogeografigja a Karpat-medencében = Phylogeography of bears's ears (Primula auricula
agg.) in the Carpathian Basin.

In: XI. Aktudlis fléra- és vegetacidkutatas a Karpat-medencében : nemzetkdzi konferencia =
"Advances in research on the flora and vegetation of the Carpato-Pannonian region”, Magyar
Természettudomanyi Mizeum, Budapest, 12-13, 2016. ISBN: 9789639877252

A kozlé folybiratok dsszesitett impakt faktora: 29,572
A kozl6 folydiratok bsszesitett impakt faktora (az ér é ja alé kozlemé e):
3,M

A DEENK a Jelolt altal az iDEa Tudostérbe feltoltott adatok bibliografiai és tudomanymetriai -
ellendrzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor Iis}(s( pj
elvégezte. <

Debrecen, 2021.03.02.

15



Short thesis for the degree of doctor of
philosophy (PhD)

Application of molecular phylogenetic methods to
assess the biogeographic importance of the
Carpathian Basin

Levente Laczko

Supervisor
Dr. Gabor Sramko

UNIVERSITY OF DEBRECEN
Juhasz-Nagy Pal Doctoral School
Debrecen, 2021



Introduction

The application of phylogenetic methods and the
combination of biogeographic knowledge can help to
understand the evolutionary history of organisms and
geographic regions. The approach emerged three decades
ago and has since grown into an independent field of
science known as phylogeography. The evolutionary
history of Europe's wildlife has been studied by many
researchers over the past three decades. For many species,
glacial cycles of the Quaternary caused the contraction and
then expansion of the distribution area. During
unfavorable periods species survived in refugiums that
later became the sources recolonization (Hewitt, 2000).
According to the theory of southern richness / northern
purity, refuge areas are located in the southern European
peninsulas. These populations have long been present in
the area and are sources of northward recolonization
(Hewitt, 1996). In some cases, the genetic structure reveals
cryptic northern refugia (Bhagwat & Willis, 2008), i.e.,
populations of some species may have survived at higher
latitudes that may have served as a source for
recolonization. Such a refugium may also have been
present in the Carpathians, which is an important source
of genetic diversity of certain species (Ronikier et al.,
2008; Slovak et al., 2012; Mosolygo6-Lukécs et al., 2016;
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Mraz & Ronikier, 2016). However, the larger-scale role of
the Carpathians has been studied in relatively few studies
(Bartha et al., 2015; Lendvay et al., 2016). In my
dissertation, | present three case studies that help to
understand the larger scale biogeographic significance of
the Carpathian Basin.

Aims

¢ Inthe first case study, our aim was to study the potential
Tertiary origin of Nymphaea lotus var. thermalis,
which has been debated for almost 200 year. The
subgenus Lotos has a (sub)tropical distribution,
Nymphaea lotus s.s. is distributed throughout Africa. A
conspicuous occurrence of the species can be found in
Europe at Lake Petea. If the European plants are of
Tertiary origin, in the presence of a roughly uniform
speciation rate, we expected a significant genetic
distance between the European and African
populations. We examined the rate of speciation of N.
lotus sensu lato and its relatives. Then we investigated
the genetic distance between populations collected
from different points of the distribution area of N. lotus.
e The second case study presents our results on the origin
of Hepatica transsilvanica, an endemism of the
Southeast Carpathians. One parent species of the hybrid
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H. transsilvanica, Hepatica nobilis, is widespread
throughout Europe, whereas the other parent species,
Hepatica falconeri, occurs exclusively in Central Asia.
Using molecular dating, we assessed the divergence
time of the species, then using this information we drew
conclusions on the significance of the Southeastern
Carpathians in the long-term preservation of H.
transsilvanica.

The third case study examined the phylogeographic
structure of Primula vulgaris, a mesophilous species
with a continental distribution pattern. The ecological
needs of the species are similar to those of Eryhtronium
dens-canis (Bartha et al., 2015), which represents a
well-separated lineage in the Transylvanian Basin.
Volkova et al. (2013) discovered significant genetic
variability in populations in the Colchis region and the
northern Black Sea coast. We hypothetised that eastern
and northern cryptic refugia may have played a role in
forming the current distribution. By analyzing the
phylogeographic structure of samples collected
throughout the distribution area of the species we
indirectly drew conclusions on the phylogeographic
history of P. vulgaris.
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Methods

We stored field samples silica gel or in 96 % ethanol prior
to DNA isolation. Following DNA isolation, genomic
regions were amplified by polymerase chain reaction
(PCR) that were shown to be variable in the target group,
then conclusions about the evolutionary history were
drawn based on the sequence of the loci.

We analyzed the nuclear ribosomal ITS and three
plastid DNA regions (rpl32-trnL, psbM-trnD, trnT-trnL)
to reconstruct the phylogeographic structure of Nymphaea
lotus. Using the sequences of species that separated from
Nymphaea lotus less than 25.4 million years ago, we
estimated the speciation rate characteristic to the lineage.
Phylogeographic structure of samples collected from four
points of the African range and Nymphaea lotus var.
thermalis was inferred using haplotype network
reconstruction.

Given the hybrid origin of Hepatica transsilvanica,
in addition to the nrITS region we also analyzed the
sequences of a low-copy nuclear gene. Such genes,
contrary to the nrITS are less sensitive to concerted
evolution and might mirror hybrid speciation more
faithfully. To identify the maternal parent species we
analyzed the plastid encoded trnL-trnF and accD-psal
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regions. Gene trees were inferred independently by
Maximum Likelihood and bayesian methods. Using latter
approach we assessed the coalescent times of gene trees
and evaluated our results in light of the distribution pattern
of species.

To investigate the phylogeographic patterns of
Primula vulgaris we adopoted the methods of Volkova et
al. (2013). We sequenced the nrITS and the rpl32-trnL and
trnL-trnF plastid regions. As we observed a shallow
genetic differentiation, we applied haplotype network
reconstruction to study the phylogeographic pattern of the
species.

Results

Is Nymphaea lotus var. thermalis a Tertiary relict in
Europe?

e We found the speciation rate of subgenus Nymphaea
approximately constant.

e We found the largest genetic differentiation between
the West African population and the rest of samples.

e All populations could be separated by the applied
markers, expect for those collected in Europe and
Egypt, that showed the same genotype on five rapidly
evolving loci.
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Molecular phylogenetic evidences for the Tertiary
origin of Hepatica transsilvanica

Using molecular phylogenetic methods we confirmed
the hybrid origin of Hepatica transsilvanica.

The analysis of the nrITS region placed the central
Asian Hepatica falconeri sister to Hepatica
transsilvanica, whereas the analysis of plastid loci
identified Hepatica nobilis and H. transsilvanica as
sister taxa. In the MLH1 dataset we were able to
identify the haplotypes of both parent taxa, that made
possible the direct study of hybrid speciation.

The isolation of H. transsilvanica could be traced back
to the beginning of the Pliocene at the earliest and to
the beginning of the Pleistocene at the latest.

The phylogeographic structure of Primula vulgaris at
the European scale

Analysis of the plastid sequences identified samples
from the Colchis region as the closest genetic unit to
the outgroup (Primula veris). Samples from the Black
Sea coast showed a complex genetic structure from
which the haplotypes common in Central and Western
Europe can be derived. Latter group showed a typical
star-like pattern. The samples of the Crimean peninsula
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and the Hyrcanian forests formed well-separated units
that could be deduced from the latter group.

¢ Analysis of the nrITS region connected the outgroup to
the ribotype found exclusively in the Colchis region
and the Carpathian Basin. The network generally
showed a star-like structure, with 1-3 mutation steps
between each ribotype. In addition to identifying
endemic ribotypes characteristic of the southern
European peninsulas, individuals from the Crimean
peninsula and the Hircanyan forests were also well
separated in this analysis. A single high-frequency
ribotype dominated the Western European area.

Discussion

If Nymphaea lotus var. thermalis was a Tertiary relict, we
would expect a significant genetic distance between the
only European and African populations. Contrary to this,
within the ingroup the West African population showed
the largest genetic differentiation and shared the most
recent common ancestor with the rest of the samples ca
1.26 Mya. Surprisingly, the European plant was identical
to the sample collection at the Nile delta, that suggests
recent introduction of the European population. Our
results are in line with the findings of Smolen &
Falniowski (2010), who identified Melanopsis parreysii —
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an other putative relict of the Lake Petea — as sister species
to Fagotia acicularis. The Tertiary origin of N. lotus var.
thermalis could be refuted. Although we were not able to
identify the exact origin of the European plants, a possible
explanation — as Tuzson (1908) outlined — might be the
introduction by the Turkish when the Ottoman Empire
extended from North Africa to central Europe. This empire
was known about its’ advanced horticulture. An other
explanation might be zoochory, as migratig shorebirds can
be vectors for seed dispersal. Although the Tertiary origin
can be refuted, we can still regard N. lotus var. thermalis
as a cultural relict for its unique occurence. Consequently,
we agree with the protection of this habitat type at the EU
leve las the part of the Natura 2000 network (31A0).

The dated phylogenetic analysis of Hepatica
transsilvanica and its close relatives confirmed the results
of Weiss-Schneeweiss et al. (2007) that the Pliocene may
have played an important role in the speciation of the
genus. The estimated coalescent times are consistent with
isolation events of species with similar distribution
patterns (Yokoyama et al., 2000; Lendvay et al., 2016).
The contrasting topology of the phylogenetic trees
reconstructed from nrITS and plastid loci confirmed the
hybrid origin of H. transsilvanica. Using the MLH1
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dataset, in which copies of both parents were discovered,
hybrid speciation could be directly studied. Analysis of the
plastid sequences suggested that the maternal parent of H.
transsilvanica was Hepatica nobilis and the two species
diverged about 2.4 million years ago. Based on the above,
the long-term survival of H. transssilvanica can be proven
in the Southeastern Carpathians, where the species may
have survived the Quaternary glaciations due to
heterogeneous habitat types and calcareous bedrock
(Hurdu et al., 2016) after the majority of the Tertiary flora
extincted in Europe (Willis & Niklas, 2004).

By the analysis of the phylogeographic structure of
Primula vulgaris, we were able to define phylogeographic
clusters based on both the nuclear and plastid datasets.
Although the nriTS and plastid data sets did not show a
completely consistent picture, we were able to draw some
conclusions on the evolutionary history of the species.
Both analyses placed the Colchis region closest to the
outgroup (P. veris). Thus, it is conceivable that this region
could be the ancestral area of the species, which may have
been the source of initial colonization. The effective
population size of nriTS and the concerted evolution
increases the chance of discovering common ancestral
polymorphisms (Schaal et al., 2000), as more time is
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required for alleles to fully coalesce. If we accept that the
common ribotype found in the Carpathian Basin and in the
Colchis is the ancestral ribotype of the species, its
presence in the Carpathian Basin can imply the long-term
survival of the species in Central Europe. It is possible,
however, that nriTS does not fully reflect the evolutionary
relationships and that the presence of this ribotype in
Central Europe is merely a consequence of the molecular
evolution of the marker. In either case, it is conspicuous
that the common ribotype is exclusively present in the
Carpathian Basin outside the Colchis region. A precise
clarification of its origin could provide important
information on the evolutionary history of the species. In
general, the pattern could be interpreted as a potential
evidence of an initial east-to-west colonisation. Although
we could infer the long-term persistence of the species in
the Carpathian Basin only indirectly, our results are
consistent with studies that have shown high genetic
diversity in mesophilous species in the Carpathian Basin.

Although the Tertiary origin of Nymphaea lotus var.
thermalis can refuted, the Tertiary origin of Hepatica
transsilvanica and the probable long-term persistence of
Primula vulgaris in the Carpathian Basin confirm the role
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of the region in the conservation of endemic lineages of
mesophilous species.
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