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1. Bevezetés

1.1. Altalanos bevezetés

Az emberiség a kezdetektdl fogva érdeklddik a ndvények irant. Ezt az
érdeklodést legkorabban a novények élelemként vagy a gydgyaszatban vald
alkalmazhatdsaga fiitdtte. A botanika, mint az egyik legdsibb tudomdanyag
gyokereit is itt kell keresni, a ndvényeket legkorabban rendszerezdk ugyanis
leggyakrabban felhasznalasuk szerint csoportositottdk a novényeket. A modern
botanika alapjait a felvilagosodas iddszakéban az eurdpai egyetemek botanikus
kertjeiben talalhatdé gytjtemények rendszerézésének vagya teremtette meg.
Ezen er6feszitéseket C. Linné 1753-as, a modern botanika, és taxonomia egyik
alapmiivének tekinthetd ,,Species Plantarum™-a, és a benne bevezetett kettds
nevezéktan koronazta meg. Bar C. Darwin elsésorban az evolucidé elméletét
bemutaté munkdjarol ismert, szdmos botanikai felfedezést tett, vizsgalta példaul
mechanizmusat, és a Beagle hires utjdn megirta a Galapagos-szigetek els6
floramtivét (Kohn és mtsai., 2005). Ezen felfedezések alapoztdk meg részben az

evolucios elmélet kidolgozasat.

Linné és Darwin kora ota a botanika és a rendszertan modszertani
eszkoztara folyamatos valtozason ment keresztil. A kezdeti, ¢él6lények
megfigyelésén alapuld, kvalitativ modszereket fokozatosan egészitették ki a
mérésekre €pitd, kvantitativ megkozelitések. A 19. szdzad végén, 20. szdzad
elején jelent meg a biometria tudomdnyaga, ami a darwini hagyomanyokra
¢épitve a bioldgiai variabilitds mintazatait vizsgélta (Briggs és Walters, 2016). A
variabilitdst nagy mintdkon gyjtott szdmadatokkal, és az ezeken végzett

statisztikai elemzésekkel probaltdk leirni (Pearson, 1894; Kendall, 1948). A



fenotipusos variabilitas két f6 forméja ismert. Az egyik a diszkrét szdmokkal
jellemezhetd variabilitds, mely fOleg bizonyos részek szdmat Osszesiti, pl.
termés-, vagy levélszam; ezt merisztikus variabilitdsnak nevezziik (Briggs és
Walters, 2016). A variabilitds masik tipusa, a folyamatos variabilitas, amivel a
ndvények és részeik mérete, tomege, valamint alakja jellemezhetd, mivel ezek a
jellegek egy bizonyos tartomdnyon beliill barmilyen értéket felvehetnek
(Mather, 1949; Briggs és Walters, 2016).

A morfologia és a morfometria az ¢él6lények és részeik alakjanak,
formdjanak a vizsgélatdval foglalkozik. Az egyes részek alakjaban
megfigyelhetd hasonlosagok vagy kiilonbségek kovetkezhetnek funkcionalis
hasonlosagokbdl vagy kiilonbségekbdl, vagy lehetnek leszarmazastani okaik is.
Mig a morfologia a névényei részeket sokszor egy ismert alakzathoz hasonlitja
(pl. kor alaku, nyilhegy alaku levél), koriilirja, addig a morfometria az alakot
szamszerlsiti, majd ezeket statisztikai modszerekkel hasonlitja 6ssze (Zelditch
és mtsai., 2004). Ezzel lehetévé teszi a komplexebb alakzatok kvantitativ
Osszehasonlitdsat. Ahhoz azonban, hogy ezek az 6sszehasonlitasok hatékonyak
legyenek, a méréseket a megvalaszolni kivant kérdésekre kell tervezni. Példaul
ahhoz, hogy funkcionalis, vagy leszarmazastani szempontbdl 6sszehasonlitsuk
Ossze vagy kiilonitsiik el az altalunk vizsgalt fajokat, mas-mas karaktereket kell
Osszehasonlitanunk (Zelditch és mtsai., 2004). A mikroszkopia fejlédésével a
szabad szemmel nem lathatd strukturdk Osszehasonlitdsa is lehetdvé valt az
egyes novénycsoportok ezen mikroszkopikus jellegek alapjan  valo
csoportositasa (Robertson, 1905). A 20. szazad elején, a citologia és a genetika
hataran  kialakulé  citogenetika  tudomanyaga a  mitotikus  sejtek
kromoszdémakészletének (kariotipusanak) vizsgalataval jutott a kovetkeztetésre,

hogy a kariotipus egy fajon beliil allando, tehat taxondmiai informaciét hordoz



(Delaunay, 1922), és, hogy a kromoszomak hordozzék az 6roklédés egységeit

(géneket) (Darlington, 1939; Carlson, 2004).

A DNS orokitdanyagként vald azonositasaval (Avery és mitsai., 1944),
szerkezetének feltdrasaval (Watson és Crick, 1953), illetve a fehérjék, mint a
DNS-szekvencian alapulé géntermékek azonositasaval (Beadle és Tatum, 1941;
Yanofsky €és mtsai., 1964) kezdetét vette a molekularis genetika korszaka, ami
forradalmasitotta a genetikai, azon belil pedig a populacidgenetikai,
filogenetikai kutatdsokat. Bar az igény, hogy a genetikai valtozatossagot a DNS
vagy a fehérjék szintén vizsgaljak, mar korabban létezett, ez csak az 1950-es
évek kozepétél meghonosodd elektroforetikus modszerek terjedésével valt
lehetévé (Powell, 1994). Az elsd evolucios genetikai vizsgalatokat azonos
aktivitasu, enzimek, ,jizozimek” elektroforézissel valdo szétvalasztasaval
végezték (Harris, 1966; Hubby és Lewontin, 1966; Lewontin és Hubby, 1966).
Mig az izozimek aktivitisa megegyezik, azok mas-mas lokuszokon lehetnek
kodolva, ezéltal az evolucios eredetiik sem feltétleniil azonos. Ahhoz, hogy az
evoluciot lehessen vizsgalni, azonos eredetli, egy 16kuszon, kiilonb6zd allélek
altal kodolt enzimeket kellett vizsgélni, ezeket allozimeknek nevezziik (Prakash
¢s mtsai., 1969; Allard és Kahler, 1971; Hamrick és Allard, 1972). Habéar ezek a
fehérje-elektroforézisen alapuld technikdk hamar elterjedtek, és sokaig a
molekularis genetika csucsat jelentették, az ismert volt, hogy nem képesek a
genetikai valtozatossagot teljességében kimutatni, arra csak a fehérjét kodolod
gén szekvencigjanak ismeretében van lehetéség (Powell, 1994). Az 1970-es
évek végén jelentek meg az elsd eredmények, melyek a DNS-ben jelen 1évo
valtozatossagot a populécio szintjén mutattdk be. Ezekben a vizsgalatokban a
mitokondrialis, vagy nuklearis genomot restrikcidos endonukledzokkal
(enzimekkel, amelyek a dupla szali DNS-t egy adott, és ismert szekvencidju

szakaszt felismerve hasitjak) ,,daraboltak™ fel, és az igy kapott DNS fragmentek



hosszat elektroforézis segitségével hasonlitottdk 6ssze (Avise, Giblin-Davidson,
és mtsai., 1979; Avise, Lansman, és mtsai., 1979; Brown és mtsai., 1979;
Brown és Wright, 1979). A mddszert RFLP-nek nevezziik, amely hamar igen
elterjedtté valt az allatok korében, foleg az allati mitokondridlis genom
variabilitdsanak koszonhetéen (Arnold és Emms, 1998). A novények esetében
viszont nem valt széles korben elterjedtté a mitokondridlis DNS RFLP
vizsgalata, koOszonhetben a ndvényi mitokondridlis genom  kisebb
variabilitdsanak, valamint szerkezeti sajatossagainak (Arnold ¢s Emms, 1998).
A ndvényi plasztisz €s sejtmagi riboszomalis DNS mar sokkal alkalmasabbnak
bizonyult az evoluciés genetikai kérdések RFLP modszerrel vald
megvalaszolasara (Learn és Schaal, 1987; Schaal és mtsai., 1987; Soltis és

mtsai., 1989, 1991, 1992, 1997; Whittemore ¢s Schaal, 1991; Kino’, 1993).

Az els6, a DNS elsédleges szerkezetén (szekvenciajan) alapuld
populaciogenetikai vizsgalatot 1983-ban végezték (Kreitman, 1983), melyben
az egyik els0 DNS szekvenalasra szolgald modszert alkalmaztdk (Maxam és
Gilbert, 1977), és 11 Drosophila egyed, 2659 bazispar hosszusagi alkohol-
dehidrogendz  génjének szekvencidjat hasonlitottdk  Ossze. Kreitman
(1983) tanulmanya sokaig az egyediili olyan munkat képviselte, mely a DNS
szekvenalast a populdcidogenetikai mintazatok vizsgalatara hasznalta. Utobbi
elterjedéséhez két technologiai Ujitasra volt sziikség, mégpedig a Sanger
szekvenalas (Sanger és mtsai.,, 1977) folyamatanak felgyorsulasara (mely
egyébként egyidds a késobb teljesen kiszorulo, koriilményesebb Maxam-Gilbert
modszerrel), valamint a PCR (Saiki ¢és mtsai., 1985; Scharf és mitsai.,
1986) kifejlesztésére (Powell, 1994). A PCR soran a dupla szala DNS ho altali
komplementer, rovid DNS szakaszok, Gn. primer szekvencidk bekotodésével

folytatodik. Ezt kovetden a primer szekvencidkbdl kiindulva DNS polimeraz



segitségével szintetizaljak a templat DNS szakasz komplementerét. Ezt koveti a
DNS 1Ujboli denaturacioja, és egy Ujabb szal szintézise. Ezt a folyamatot tobb
cikluson (15-40) keresztiil végzik, mely soran a felsokszorozni kivant szakasz
koncentracioja ciklusonként duplazodik (Saiki és mtsai., 1985; Scharf és mtsai.,
1986). A Sanger szekvenalds az Un. lancterminicid moddszerével miikodik,
melyben a DNS templathoz a DNS polimeréaz és a deoxi-nukleotid trifoszfatok
(ANTP) mellett négy kiilon reakcioban egy-egy jelolt dideoxi-nukleotid-
trifoszfatot (ddNTP) adnak. Ezek a lancba véletlenszeri ponton beépiilve
ellehetetlenitik a tovabbi szintézist. Ezzel szamos, az adott reakcidban jelen
1évé ddNTP-vel végzddd, kiilonbozd hosszusagt DNS szakaszt kapunk,
melyeket  elektroforézissel  (korabban  gél-, napjainkban  kapillaris
elektroforézissel) szétvalasztva lehet vizualizalni. A négy kiilonb6z6 reakcid
elektroferogrammjat egymas mellé téve megkapjuk a megismerni kivant DNS
szakasz szekvencigjat (Sanger és mtsai., 1977). A DNS szekvencidk PCR-el és
Sanger szekvenalassal vald vizsgdlata napjainkban is az evolucids genetika

eszkoOztaranak fontos eleme.

Minden evolucidés genetikai elemzés kritikus pontja a megfeleld
molekuléris marker kivalasztasa az adott kérdés vizsgalatahoz, mivel az adott
markernek mindig az adott rendszertani szinten (pl. populacion, fajon, csaladon,
stb.) beliil kell megfeleld variabilitdst mutatnia ahhoz, hogy elég informéciot
szolgéaltasson a csoporton beliili viszonyok kimutatasara. A fentebb bemutatott
modszerek sok esetben nem voltak alkalmasak mikroevolucids kérdések, vagyis
a populacion beliili allélfrekvencia-valtozasok vizsgéalatara. Ez részben a
vizsgalhato egyedek kis szamdnak tudhatdé be, koszonhetéen a
munkaigényességiiknek, pl. RFLP; vagy magas koltségiiknek, pl. RFLP, PCR ¢és
szekvenalas, vagy pedig alacsony variabilitasuk miatt (pl. izozimek, RFLP, PCR

¢és szekvenalas) (Arnold és Emms, 1998). Ezen kérdések megvalaszolasara a



PCR technika elterjedésével és az ehhez kapcsolodd modszerek kifejlesztésével
nyilt lehetéség. A RAPD modszer rovid, tetszéleges primer szekvenciakat
hasznal, melyekkel PCR segitségével véletlenszeri DNS szakaszokat
amplifikal, melyek elektroforézissel szétvalasztva vizualizalhatok (Arnold és
mtsai., 1991; Arnold, 1993; Arnold és Emms, 1998). Egy masik, PCR-re épiild
modszer az AFLP (Vos és mtsai.,, 1995). Ebben a genomot két restrikcios
endonukledzzal emésztik, ezekhez adapter szekvencidkat ligdlnak, majd a
fragmenteket két egymast kovetd PCR-ben szelektiven amplifikaljak, végiil
elektroforézissel vizualizaljak (Paun és Schonswetter, 2012). Mindkét modszer
elénye, hogy nem sziikséges hozzd a sokszorozni kivant DNS szakaszok
szekvencidjanak ismerete, hatranyuk viszont a markerek domindns volta,
valamint az egyes vizsgalatok sokak altal megkérddjelezett megismételhetosége
(Arnold és Emms, 1998). Az egyik legrecensebb, és még napjainkban is
széleskortien hasznalt PCR kapcsolt mddszer a mikroszatellit markerek (mas
elnevezései: STR, Fowler ¢és mtsai, 1988); SSR, Jacob ¢és mitsai.,
1991) amplifikalasa. A mikroszatellitek rovid (2—6 bp), tandem ismétlodo
szekvenciak, amelyek a genomban szétszorva, nagy szdmban megtaldlhatoak,
¢s hatarszekvencidjuk legalabb fajon beliil konzervalt, melyeket ezaltal rajuk
specifikus primer szekvencidkkal PCR mddszerrel lehet amplifikdlni, és az
egyes allélokat (melyek a tandem ismétlodések eltérd szamabol erednek)
elektroforézissel elkiilonitve lehet vizualizalni (Queller és mtsai.,, 1993). A
mikroszatellitek eldnyei kozé tartozik a kodominans jellegiik, a vizsgalatok
ismételhetdsége, hogy egyszerre sok polimorf 16kusz azonosithato és, hogy a
markerek kifejlesztését, valamint a primerek legyartasat kovetéen minimalis
koltséggel jar a hasznalatuk (Arnold és Emms, 1998). Hatranyuk ugyanakkor a

markerfejlesztés magas koltsége, ¢és a null allélok jelenléte (a primerek

crcr



Dow ¢és mtsai., 1995; Pemberton ¢és mtsai, 1995). Mindezek
figyelembevételével megallapithatjuk, hogy napjainkban a mikroszatellit
markerek hasznalata leginkabb nagyon magas egyedszdm, vagy hosszu tava

genetikai monitoring vizsgalatok esetén tériil meg.

A 2000-es évek elején kezdtek megjelenni az elsé genomikai vizsgalatok,
melyekben egyszerre szamos, a genomban szétszorva taldlhatd lokusz
szekvenalasaval jutottak informacidhoz. A genomika uttérdjeként szamon
tartott Human Genome Project (Lander és mtsai.,, 2001; Venter és mtsai.,
2001) arra vallalkozott, hogy feltarjdk és publikaljak az ember teljes
genomszekvencigjat (Collins és mtsai., 2004). Ebben az id6szakban szamos
mas genomikai vizsgalat is napvilagot latott, bar ezek még jellemzden (a
kézben nagy mértékben automatizalt) PCR és Sanger szekvenalas modszerek
kombinaciojaval dolgoztak, és tobb esetben viszonylag kevés lokuszra €piild
vizsgalatokat is genomi vizsgalatként mutattak be (Black IV és mtsai., 2001;
Allendorf, 2017). A genomikai mddszertan ugrasszeri felgyorsulasdhoz vezetett
az un. ujgeneracios szekvendlasi eljarasok megjelenése €s térhoditasa. Ezek a
modszerek akér tobb milliard rovid, 35-300 bp szakasz parhuzamos
szekvenalasara képesek, rovid id6 alatt (Levy és Boone, 2019). Bar tobb
ujgeneracios platform is  kifejlesztésre keriilt (pl. IonTorrent, 454
piroszekvenalds, stb.), az Illumina platform az elmult években szinte
monopolizalta a high-throughput szekvenalas piacat (Levy és Boone, 2019). Az
[llumina modszere az SBS, mely sordn a révid DNS szakaszokat, melyeket
adaptor szekvenciakkal lattak el, egy, az adaptor szekvenciak egy szakaszaval
komplementer oligonukleotidokkal boritott iiveglapra rogzitenek, melyeket
klaszterekben sokszorositanak DNS polimerazok segitségével. Ezutan
fluoreszcensen jelolt ANTP-kkel folytatjak a szintézist, melyek a rogzitett DNS

szakaszok komplementer bdazisaval szemben kerlilnek beépitésre, és a



fluoroforokat egy fényforrdssal gerjesztve vizualizaljdk egy adott klaszter
(melyben azonos szekvencidk taldlhatok) bazissorrendjét (Bentley és mtsai.,

2008).

Az ujgeneracids szekvenalds megnyitotta a lehetdséget a teljes genom
szekvenalason kiviil tobb, alternativ genomi modszer el6tt. A genome skimming
modszer soran a teljes genomot szekvenaljak, alacsony olvasat-mélységben
(read depth). Ez az organellaris (ndvényekben mitokondrialis és plasztisz)
genomok, ¢és ismétlodd nuklearis genomi régiok (pl. nuklearis riboszomalis
gének, mikroszatellitek, transzpozonok) feliilreprezentaltsdgdhoz vezet
(Dodsworth, 2015), mely altal elérhetové valik a teljes organellaris genomok,
illetve nuklearis riboszomalis gének Osszeszerelése, melyek a ndvények
korében altalanosan hasznalt filogenetikai markerek (McKain és mtsai., 2018).
Egy atlagosnak mondhat6 Illumina futds akar 50-60 egyed plasztisz
genomjanak Osszeszereléséhez elegendd adatot szolgaltathat (Teisher és mtsai.,

2017).

Egy masik modszer csoport a RADseq, melyekben a szekvenalas elott
restrikcids endonukleazokkal fragmentéljak a genomi DNS-t (Miller és mtsai.,
2007; Baird és mtsai., 2008; Davey ¢és mtsai., 2011; Andrews és mtsai., 2016).
A kiilonb6z6 RADseq modszerek kozott jellemzden a felhasznalt restrikcids
enzimek szama és tipusa a kiilonbség (Andrews és mtsai., 2016). A megfeleld
hosszusagura levalogatott fragmenteket kiilonb6zé adapter szekvencidkkal
latjak el (pl. egyedi azonositok, Illumina adapterek), majd parallel mddon,
Ujgeneracids, fbleg Illumina platformon szekvenaljadk (Andrews és mtsai.,
2016). A kapott szekvencia olvasatok a restrikcios hasitohelyeknél nagy
stiriségben talalhatok minden vizsgalt egyedben, ezaltal az olvasatokat
egymashoz illesztve nagy olvasatmélységli ,halmokat” (stack) kapunk, az

egyedek kozott is homolog genomi poziciokban (Andrews és mtsai., 2016). A
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RADseq modszerekkel koltséghatékonyan lehet nagy mennyiségii adatra szert
tenni, és a kapott adatok mind SNP alapu formatumokban, mind teljes
szekvencia adatokként felhasznalhatok (McKain és mtsai., 2018). A kiilonb6z6
RADseq modszereket flexibilitasuknak  koszonhetden széles korben
alkalmazzak a populdcidgenetika, filogeografia és filogenetika teriiletén is
(Hohenlohe és mtsai., 2010; Eaton és Ree, 2013; Hipp és mtsai., 2014; Bateman

¢és mtsai., 2018; Sramko, Paun, és mtsai., 2019; Szatmari és mtsai., 2021).

Tobb modszer létezik a szekvendlni kivant szekvencidk feldusitasara
(target enrichment) is (Mamanova és mtsai., 2010), melyekkel a kivant
szekvencidkat nagyobb olvasatmélységben szekvenalhatjuk (pl. ultraconserved
elements: Faircloth €s mtsai., 2012; anchored phylogenomics: Lemmon ¢és
mtsai., 2012); exon capture: Mandel és mtsai., 2014; Hyb-Seq: Weitemier ¢és
mtsai., 2014). K6z6s ezekben a megkdzelitésekben, hogy rovid (60—120 bp),
jellemzéen magneses gyongyokhoz rogzitett RNS szakaszokkal (probéakkal)
hibridizaltatjdk a célzott DNS szakaszokat, és a nem hibridizalt DNS-t
eltavolitjak. A kiilonbség a mddszerek kozott, hogy milyen DNS szakaszokat
céloznak (McKain és mtsai., 2018). A mddszerek eldnyei, hogy a vizsgalt
csoportra, ¢s kérdésre lehet optimalizalni a probakat (pl. alacsony kdpiaszamu
gének, plasztisz exonok hasznalataval), igy valtozatos filogenetikai
mélységekben lehet megfeleld felbontdsi markereket taldlni, valamint

herbariumi egyedek is hasznalhatok a vizsgalatokban (McKain és mtsai., 2018).

Altalanossagban elmondhat6, hogy az evollciés genetikdban megjelend
technologiai 0jitasok jellemzden emberben és kisérleti allatokban keriiltek
kifejlesztésre, majd ezt kovetden kezdték el alkalmazni Oket termesztett, és
vadon ¢l6 novényekben, ami az elsé molekularis genetikai modszerek esetében
években mérhetd csuszast jelentett. Ez a cstszas a legujabb technologiak

esetében mar jellemzden joval rovidebb, bar még mindig tetten érhetd.
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Az elméleti modszertan fejlédése

Bar Darwin f6 miivében, a Fajok redetében bevezeti evolucios elméletét,
¢s a természetes szelekcido fogalmat, az 6roklédés mechanizmusa ismeretlen
volt szamara (Dietrich, 2006). Egészen Mendel eredményeinek 1900-ban vald
ujra-felfedezéséig az Oroklédés magyardzatira elfogadott elmélet az
ugynevezett ,keveredés” elmélet volt, mely szerint az utdédok a sziilok
jellegeinek keverékét, mintegy atlagat oroklik (Kun, 2017). Ezaltal a
jellegekben megfigyelhetd variancia generacionként felezédne, és néhany
generdcid alatt eltlinne. Ezt Darwin is felismerte, mint az elméletében rejld
legnagyobb problémat, ugyanis variancia hidnyaban a természetes szelekcid
sem mikodhet (Ewens, 2011). Ezt az ellentmondast késébb a Mendeli
oroklodés-elméletre épitd Hardy-Weinberg szabdly oldotta fel, mely szerint
evolucios hatasok (szelekcid, mutacid, stb.) nélkill az 6roklddés egységeinek
(géneknek) a variancidja nem valtozik generaciordl generaciora, vagyis az
allélek aranya allando marad egy populacion beliil (Hardy, 1908; Weinberg,
1908; Ewens, 2011). Darwin unokatestvére, F. Galton is osztotta a nézetet,
miszerint a szelekcié hatasait folytonos jellegek populdcios atlagaira ¢és
varianciajara fejti ki (Galton, 1889). Galton munkdjanak hatasara K. Pearson és
W. F. R. Weldon egy statisztikai megkozelitést alkalmazott a biologiai és
evoluciés folyamatok megértéséhez, melyet biometrikdnak neveztek el
(Dietrich, 2006). A biometrikusok statisztikai modszerekkel probaltdk meg
Darwin természetes szelekciorol szold elméletét bizonyitani (Dietrich, 2006).
Mendel munkajanak egyik ujrafelfedezéje, H. de Vries, majd utdna W. Bateson
viszont Mendel eredményei alapjan az evoluciés folyamatokat inkabb
ugrasszerll, szaltatorikus eseményekként képzelték el (Dietrich, 2006). A
biometrikusok ¢és a mendelidnusok  szembendllasa jellemezte az

evoluciobioldgia és genetika teriiletét a 20. szazad elején. Vitajuk mind a
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genetikai valtozatossag jellegérdl (folytonos vagy diszkrét), és az evolucids
folyamatok jellegérdl (fokozatos vagy szaltatorikus), mind a statisztika
hasznalatanak helyességérdl szolt (Dietrich, 2006). A mendeli és darwini
elméletek o6tvozését, melyet mar G.H. Hardy és W. Weinberg elkezdett, S.
Wright, R. A. Fisher, és J. B. S. Haldane fejezte be, ma mar klasszikusnak
szamitdé munkdikban, az 1930-as évek elején (Chalub és Rodrigues, 2011).
Fishernek koszonhetiink tovabba szamos statisztikai tesztet (pl. Fisher-egzakt
teszt, F-teszt, variancia analizis), ¢és az ML modszerének elterjesztését,
melyeket a mai napig alkalmazunk az evolucids genetikaban (Yates és Mather,
1963). Ebben az iddszakban sziiletett meg az evolucids szintézis, vagyis az
evoluciobioldgia tudomdnyteriilete, valamint a kordbban kiilonb6z6
tudomanyagakként szamon tartott teriiletek (pl. paleontolégia, botanika,
zoologia, rendszertan és genetika) eredményeinek kozos értelmezése. Ebben a
fenti kutatokon kiviil T. Dobzhansky, J. Huxley, E. Mayr, G. G. Simpson ¢s G.
L. Stebbins munkai jatszottak kulcsszerepet. Dobzhansky munkassagéban
foként a fajképzodés genetikai alapjait kutatta (Dobzhansky, 1937). Huxley
1942-es konyvében Wright, Fisher és Haldane elméleteit vonatkoztatta
evolucios kérdésekre, és & hasznalta eldszor az evollcids, vagy modern
szintézis kifejezést, melyet neo-darwinizmusként is ismeriink (Huxley, 1942).
Mayr konyvében megalkotta a biologiai faj fogalmat, valamint leirta az
allopatrikus fajképz6dés folyamatat (Mayr, 1942). Simpson a paleontoldgia
megfigyeléseit egyeztette 0ssze az evollcios szintézis elméletével (Simpson,
1944). Stebbins munkdjanak jelentdsége pedig a novényeknek az evolucios
szintézisbe (melyet allatokon megfigyelt mintazatok alapjan dolgoztak ki) valo
bevonasaban rejlik, beleértve a ndvényeik genetikai kiilonlegességeinek,
példaul a hibridizaci6 vagy poliploidia jelenségének evoltcids keretek kozé

helyezését (Stebbins, 1950).

13



Az 1950-es és ’60-as évek molekularis forradalma robbandsszeriien
kibdvitette az evolucios genetika eszkoztarat, és az 0j mddszerek segitségével
lehetdség nyilt a korabbi elméletek tesztelésére, valamint Ujak kidolgozédséara. A
molekuléris evolucid kutatdsanak torténetében az egyik legnagyobb hatasu
eredménye az Gn. molekularis ora felfedezése volt, mely E. Zuckerkandl és L.
Pauling nevéhez flizédik (Wilson és mtsai., 1977). Fehérjék aminosav-
szekvenciainak kiilonb6z6 leszarmazasi vonalak k6zotti 6sszehasonlitasa soran
Zuckerkandl ¢és Pauling felfedezték, hogy a szekvencidk kozti kiilonbség
aranyos a leszarmazési vonalak létrejotte kozott eltelt evolucids iddvel
(Zuckerkandl és Pauling, 1965). Az elmélet jelentdségét €s a rendszertanban
valo felhasznalhatosagat hamar felismerte a k6zosség, azonban a magyarazataul
szolgal6 molekuldris mechanizmus ismeretlen volt. A molekularis ora
elméletére alapozva dolgozta ki M. Kimura a neutrdlis evolicido elméletét
(Kimura, 1968). Ebben Kimura az aminosav-cserék allando gyakorisagat alapul
véve a mutaciok szelekcid szempontjabol semleges voltara, valamint a
természetes szelekcid helyett a véletlenszerli genetikai sodrodast tekintette
nagyobb hatastinak. Mig korabban az uralkod6 nézet az volt, hogy az evolicids
valtozasok a természetes szelekcionak tudhatok be, az 1980-as évek kozepére a
neutralis evolucid valt az altalanosan elfogadott feltevéssé (Kreitman, 2000;
Dietrich, 2006). A molekuléris 6rara, valamint a neutralis evoltciéra alapozva
lehetdvé valt a fajok elvalasi idejének becslése. A koaleszcens elmélete is a
neutralis evoluciéra, a Wright-Fisher modellre, illetve G. Malécot ,,Identity by
Descent” koncepciojara épitve sziiletett meg ebben az idészakban (Nagylaki,
1989; Kingman, 2000). A koaleszcens elmélet szdmos felhasznalasa 1étezik az
evolucids genetikdban, a legkdzelebbi ko6zos Os idejének becslésétol a
kiilonb6zé populacidogenetikai paraméterek, példaul eftektiv populacioméret,

migracio, stb. becslésére (Kingman, 1982). M. Nei statisztikai modszereket
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fejlesztett ki, melyekkel a neutrdlis evolicio jelenségét tesztelte (Nei, 1983).
Megalkotott tobb 11j, a populacidgenetikdban ma is hasznalt mérészamot (Nei
genetikai tavolsag, D4, Gst) (Nei, 1972, 1973; Nei és mtsai., 1983). Kollégaival
elkezdték a filogenetikai torzsfak genetikai-tavolsag alapi generalasat, majd
megalkottak a ,neighbor joining” algoritmust, ami egy ma is hasznalt,

tavolsadgalapt modszer a filogenetikédban (Saitou és Nei, 1987).

A tavolsagalapu moddszerekkel szemben, ahol az Osszehasonlitott
aghosszait is, a karakter alapti modszerek egyidejiileg hasolitjak Ossze a vizsgalt
szekvencidkat, egyenként véve a karaktereket, a szekvencia illesztést mintegy
oszloponként vizsgalva (Yang ¢és Rannala, 2012). A szekvencia illesztés soran a
kiilonb6z6 DNS, RNS vagy aminosav szekvencidkat olyan médon rendezik
0ssze, hogy a megegyezd, vagy hasonld karakterek egy oszlopba keriiljenek, és
igy azonosithatova valjanak a funkcionalis, vagy evolicios okokbdl egymashoz
hasonlé régiok (Mount, 2004). A rovid, egyszeri szekvenciak illesztése akar
manualisan is megoldhat6, viszont a hosszll és bonyolult szekvenciak illesztését
kiilonb6z6 algoritmusok segitségével végzik, ilyen példaul a MUSCLE (Edgar,
2004), a ClustalW (Thompson ¢és mtsai., 1994), vagy a MAFFT (Katoh és
mtsai., 2009). Karakter alapu filogenetikai médszer a mar emlitett legnagyobb
valdszinliség modszere mellett a maximum parszimoénia modszere és a
Bayesianus statisztikan alapuld filogenetikai modszerek (innentdl roviden
Bayesianus statisztika). A maximum parszimonia elvét Edwards és Cavalli-
Sforza alkalmaztdk eldszor filogenetikai kérdések megvalaszolasara, a
legnagyobb valdszinlis€ég modszerével végzett vizsgalatok kevesebb szdmitast
igényld megkdzelitéseként (Steel és Penny, 2000). A maximum parszimoOnia egy
un. minimum evolacids” modszer, amely a parsziménia elvére épit, mely

szerint egy adott problémara mindig a legegyszeriibb megoldas preferalando,
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az, amelyikhez a legkevesebb feltétel sziikséges. Ez filogenetikai kontextusban
azt jelenti, hogy a legekevesebb evolucids eseménnyel (mutacioval) jarod torzsfa
a legvaloszinlibb (Edwards, 1996). A molekularis filogenetikaban legkésébb
bevezetett statisztikai modszer a Bayesianus statisztikai megkozelités (Yang és
Rannala, 2012). A Bayesidnus statisztika a legnagyobb val6dszinliség modszerrel
egylitt modell alapti filogenetikai megkozelitések, ahol a modell egy
szekvenciaevolucios modellt takar. Mig a legnagyobb valoszinlis€g mdodszerben
a modell paraméterei ismeretlen allandok, addig a Bayesidanus moddszerben a
paraméterek véletlenszerli valtozok, melyek statisztikai eloszlasokkal irhatoak
kortil (Felsenstein, 1981; Yang és Rannala, 2012). Ezekhez a paraméterekhez
egy eldzetes eloszlas (prior distribution) van rendelve, amelyet az adott
kérdéssel kapcsolatos bioldgiai ismereteink hatdroznak meg. A paraméterek
elézetes eloszlasat a rendelkezésre 4llo adatokkal kombinalva generalhato az
utdlagos eloszlas (Rannala és Yang, 1996). Mivel a filogenetikai elemzésben az
egyes fak utodlagos valoszinliségének kiszamitasa nem megoldhatd, az utdlagos
eloszlasbol MCMC algoritmusok segitségével mintdkat vesziink, majd a
kovetkeztetéseinket mar ezekbdl a mintakbdl vonjuk le (Mau és Newton, 1997;
Yang és Rannala, 1997; Larget és Simon, 1999; Li ¢és mtsai., 2000). Ez az
utolagos eloszlas mar magdban hordozza az eredményekben rejld
bizonytalansagot, ugyanis nem egy fat, hanem a lehetséges fak utolagos
eloszlasabol egy mintat kapunk (Yang és Rannala, 2012). Az Osszes tobbi
filogenetikai modszernél nem kapunk informéciot az adott fa valdsziniiségérol,
azt egy utolag elvégzett Ujramintazéassal, leggyakrabban az Un. bootstrap
modszerrel (amely egy véletlenszeri mintavétel, visszahelyezéssel)
becstilhetjiik meg (Larget és Simon, 1999). A bootstrap, csakugy, mint a ML és
maximum  parszimonia  filogenetikai  alkalmazisanak  kidolgozasaban

elvitathatatlanok J. Felsenstein érdemei (Felsenstein, 1973, 1981, 1982, 1985).
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A Bayesianus statisztika elterjedését a filogenetikai kutatasokban két szoftver, a
MrBayes (Huelsenbeck és Ronquist, 2001) és a BEAST (Drummond ¢s mtsai.,
2006) megjelenése nagyban segitette, melyek a mai napig a leggyakrabban
hasznalt filogenetikai alkalmazasok ko6z¢ tartoznak. Bayesianus alapokra
¢épitenek a napjainkban legnépszerlibb modszerek a fajok elkiiloniilése idejének
becslésére (Thorne €s mtsai., 1998; Kishino és mtsai., 2001), el6szor szekvencia
illesztések (Rannala ¢és Yang, 2003, 2008; Yang €s Rannala, 2006), majd késébb
genomi adatok, SNP-ek alapjan (Stange ¢és mtsai., 2018). Hasonloképpen, a
fajok statisztikai alapu lehatarolasara hasznalt médszerek koziil is a Bayesianus
statisztikara épiilé moddszerek a legnépszerlibbek (Sites és Marshall, 2003;

Wiens, 2007; Yang és Rannala, 2010; Rannala, 2015).

Genetikai médszerek a magyar botanikai kutatadsban

A magyar botanika hosszi multra tekint vissza, viszont a Nyugaton mar
joval kordbban meghonosodd genetikai kutatasokat egészen a 1990-es évek
végéig nem végeztek botanikai téméaban Magyarorszagon. Ahogy a nemzetkozi
trendekben is megfigyelhetd, Magyarorszagon is eldszor erdészeti, illetve
novénytermesztési célbol alkalmaztak genetikai modszereket novényekben.
Borovics ¢és mtsai. (1997) magyarorszagi tolgy fajok és a biikk genetikai
er6forrasait mérték fel RAPD markerek segitségével. Comps ¢és mitsai.
(1998) biikk allomanyokat mértek fel izozimekkel, €s az altaldnos genetikai
allapotfelmérésen tal biogeografiai kovetkeztetéseket 1is tettek. Ezen
tanulmanyokban elsdsorban a fajok genetikai allapotfelmérése volt a cél, a
minél hatékonyabb erdészeti kezelés érdekében. Pedryc ¢és mtsai.
(2006) sargabarack fajtdkat kiilonitettek el SSR markerek felhasznalasaval.
Stefanovits-Banyai és mtsai. (2002) sz6l6 fajtdkat kiilonitettek el két izozim
marker segitségével. Szabo és mtsai. (2005) 47 jelenkori sargadinnye fajtat

hasonlitottak egymdashoz, és egy kihalt, kozépkori fajtdhoz, és nrITS és SSR
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markerek felhasznalasaval. Lagler és mtsai. (2005) 20 jelenkori koles fajtat,
valamint egy 15. szézadi leletet hasonlitottak 6ssze morfoldgiai és molekuléris
modszerekkel (ISSR, SSR, CAP és mtDNS markerekkel). E tanulmanyok célja
is foként az adott haszonndvények nemesitése volt, €s a genetikai modszereket
a fajtak elkiilonitéséhez, illetve az ismeretlen fajtaju egyedek besoroldséhoz
hasznaltak. Egészen a 2000-es évek kozepéig kellett varni arra, hogy
evolucios-, illetve populdciogenetikai témaju botanikai kutatdsok jelenjenek
meg. Gulyas és mtsai. (2005) és Sramko (2008) a mérsékelt 6vi orchidedk
bangd (Ophrys L.) nemzetségének filogenetikai viszonyait tartdk fel az nrITS
szekvencia felhasznaldsdval. Hohn ¢és mtsai. (2005, 2009) a havasi
cirbolyafenyd (Pinus cembra L.) Karpatok-beli populacioinak
populéacidgenetikai strukturajat, illetve posztglacidlis biogeografiai torténetét
tartdk  fel cpSSR  markerekkel. Csergé ¢és mtsai. (2009) a
Saponaria bellidifolia Sm. populacidgenetikai vizsgalatat végezték el RAPD
markerekkel, majd helyezték eurdpai kontextusba AFLP markerek
felhasznalasaval. Bodor €s mtsai. (2010) mikroszatellit markerekkel vizsgaltak
a  magyarorszagi ligeti  szO6l6  (Vitis sylvestris Gmel.)  populécidkat,
természetvédelmi céllal.S Sramko €s mtsai. (2011) az
Ophrys kotschyi H. Fleischm. & So¢ filogenetikai viszonyait vizsgaltak nrITS
¢s cpDNS markerekkel, és megallapitottdk, hogy a faj polifiletikus, és a
morfoldgiai hasonldsdgot konvergens evolucié okozhatja. Bartha és mtsai.
(2013) az Astragalus L. nemzetség filogenetikai kapcsolatait a nrITS-t és
cpDNS régiok segitségével vizsgaltadk, és a megfigyelt mintazatokbol a
2016) a harmadkori reliktum Syringa josikaeaban Jacq. ex Rchb. fejlesztettek
mikroszatellit markereket, majd ezek, és nuklearis riboszomds szekvencidk

segitségével vizsgaltdk a faj biogeografiai torténetét. Lendvay és mitsai.
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(2014) a Pinus cembra L. Karpatok-beli populacidit vizsgaltak, a kordbban
hasznalt cpSSR  markereket nuklearis SSR-ekkel kiegészitve, ¢és
megallapitottak, hogy a Kéarpatok populdcioi kozott alacsony a génaramlas
mértéke. Sramko €s mtsai. (2014) a sallangviragok
(Himantoglossum W.D.J. Koch) filogenetikai kapcsolatait vizsgaltdk nukleéris
¢és kloroplaszt DNS régiok felhasznalasaval. Bartha és mtsai. (2015) cpDNS
markerekkel egy filogeografiai vizsgalat keretében tanulmanyoztdk a
kakasmandik6 (Erythronium dens-canis L.) evolicids torténetét. Gyorgy és
mtsai. (2016) az illatos rézsasvarjihdj (Rhodiola rosea L.) populacidgenetikai
vizsgalatat végezték mikroszatellit markerek segitségével. Sramkd és mtsai.
(2016) az Elatine L. nemzetség filogenetikai kapcsolatait vizsgaltadk nrITS és
cpDNS szekvenciak segitségével, €s ezek alapjan taxonOmiai reviziora tettek
javaslatot. Mosolygd ¢és mtsai. (2016) a Crocus L. nemzetségen beliili
hibridizaciot és annak okait tartdk fel cpDNS és AFLP markerek segitségével.
Toth és mtsai. (2017; 2019) SSR markereket hasznaltak az erdei fenyd
(Pinus sylvestris L.)  populéacidogenetikai  struktardjanak és  demografiai
torténetének vizsgalatdhoz. Petd és mitsai. (2017) az els6é archeobotanikai
bizonyitékokat  mutattdk be a  Lagenaria siceraria (Molina) Standl.
Magyarorszagi jelenlétérdl, koztik egy aDNS vizsgélattal. Laczké és mtsai.
(2019) a hévizi tiindérrézsardl (Nymphaea lotus L. var. thermalis (DC.) Tuzson)
nrlTS és cpDNS markerek segitségével allapitottdk meg, hogy az minden
bizonnyal tjkori eredetli, nem pedig harmadiddszaki reliktum, mint azt
korabban feltételezték. Sramko és mtsai. (2019) nuklearis és kloroplaszt DNS
markerekkel tartak fel a Pulsatilla Mill. nemzetség filogenetikai viszonyait.
Horvéath és mtsai. (2020) nrITS és cpDNS markereket hasznéaltak a magyar

méreggyilok (Vincetoxicum pannonicum (Borhidi) Holub) filogenetikai

crer
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eredetét valdszintsitették. Laczkod és Sramkéd (2020) nuklearis és kloroplaszt
DNS markerek alapjan bizonyitottdk a  Hepatica transsilvanica Fuss.
allopoliploid eredetét. Volkova ¢és mtsai. (2020) a szartalan kankalin
(Primula vulgaris Huds.) filogeografiai struktirajat tartak fel nrITS és cpDNS
markerekkel, és eredményeik alapjan a faj jégkorszaki refigiumat a Kolhisz
régioba helyezték. Egy nagyobb modszertani ugrast képviselt a 2010-es évek
végén a genomi modszerek meghonosodasa a hazai botanikdban. Bateman és
mtsai. (2018) a RADseq modszerrel vizsgalta az Ophrys nemzetség
filogenetikai szerkezetét, és bar a fobb kladokat tdmogatottnak taldltak,
eredményeik ravilagitottak a morfoldgiai karakterek homoplazikus voltara. A
masodik hazai RADseq-alapt botanikai kutatdsban Sramko és mtsai. (2019) az
Epipactis Zinn. nemzetséget vizsgalva arra jutottak, hogy a nemzetség jelenleg
egy evollcids radiacio folyamatdn megy keresztiil, melyet az dnmegporzas
(autogamia) és az idegen megporzas (allogdmia) kozotti valtasok hajtanak. A
fenti felsorolasbol is lathatjuk, hogy amint egy genetikai moddszer
meghonosodik a hazai botanikusok korében, az egyre nagyobb frekvenciaval
jelenik meg a publikdciokban is (1. 4bra). Bar a publikdciok szdma
folyamatosan nd, a hazai védett ndvények genetikai vizsgalata még napjainkban
1s gyerekcipdben jar, ugyanis a 765 védett novénybdl (Kirdly, 2007) minddssze
37 faj lett barmilyen szempontbol genetikailag vizsgalva, annak ellenére, hogy
genetikai  informéciok  birtokdban  sokkal = megalapozottabban  lehet

természetvédelmi intézkedéseket prioritizalni (Redding és Mooers, 2006).
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[l aDNS  [RAPD, AFLP
B cpDNS [l nrITS

-TADseq ssR ? ?cf I ®OO ???
SRS Y

1: Gulyas és mtsai., 2005: Ophrys L. 14: Gyoérgy és mtsai., 2016: Rhodiola rosea L.

2: Hohn és mtsai., 2005: Pinus cembra L. 15: Sramké és mtsai., 2016: Elatine L.

3: Sramko, 2008: Ophrys L. 16: Mosolygé és mtsai., 2016: Crocus L.

4: Csergd és mtsai., 2009: Saponaria bellidifolia Sm. 17: Téth és mtsai., 2017: Pinus sylvestris L.

5: H6hn és mtsai., 2009: Pinus cembra L. 18: Petd és mtsai., 2017: Lagenaria siceraria (Molina) Standl.
6: Bodor és mtsai., 2010: Vitis sylvestris Gmel. 19: Bateman és mtsai., 2018: Ophrys L.

7: Sramké és mtsai., 2011: Ophrys kotschyi H.Fleischm. & So6  20: Téth és mtsai., 2019: Pinus sylvestris L.

8: Bartha és mtsai., 2013: Astragalus L. 21: Laczké és mtsai., 2019: Nymphaea L.

9: Lendvay és mtsai., 2013: Syringa josikaea Jacq. ex Rchb. 22: Sramko és mtsai., 2019: Pulsatilla Mill.

10: Lendvay és mtsai., 2014: Pinus cembra L. 23: Sramko és mtsai., 2019: Epipactis Zinn.

11: Sramké és mtsai., 2014: Himantoglossum W.D.J. Koch 24: Horvath és mtsai., 2020: Vincetoxicum pannonicum (Borhidi) Holub
12: Bartha és mtsai., 2015: Erythronium L. 25: Laczké és mtsai., 2019: Hepatica transsilvanica Fuss.

13: Lendvay és mtsai., 2016: Syringa josikaea Jacq. ex Rchb. 26: Volkova és mtsai., 2019: Primula vulgaris Huds.

1. abra Genetikai mddszereket alkalmazo publikaciok a magyar botanikai kutatasban,
idévonalon megjelenitve. A szinek a kiilonb6z6 genetikai modszereket, a szdmok pedig
az egyes publikaciokat jelolik.
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1.2 Célkituzések

Dolgozatomban négy esettanulmanyon keresztiil mutatom be genetikai
modszerek széles skaldjanak alkalmazasi teriileteit a botanikai témaja
kutatdsokban. Az elsd két esettanulmanyban a mikroszatellit (SSR) markerek
fejlesztésének két kiilonbozé szekvenald rendszerre ¢épiilé modjat két,
Magyarorszagon fokozottan védett novényfaj, a mocsari kardvirag
(Gladiolus plaustris Gaud.) és a magyarfoldi husang
(Ferula sadleriana Ledeb.) példdjan keresztil mutatom be. A harmadik
esettanulmanyban a magyarfoldi husang példdjan mutatom be a mikroszatellit
modszer felhasznalési lehetdségeit, valamint az nrlTS szekvencia filogenetikai
rekonstrukcioban vald alkalmazasat. Ezen tanulményban meghatarozzuk a
F sadleriana filogenetikai poziciojat a Ferula nemzetségen belill,
populacidgenetikai, illetve mikroevolucids, demografiai torténetét kiséreljiik
meg feltdrni a hagyomanyosan vizsgalt genetikai diverzitas, genetikai tavolsag,
genetikai differencidcid hasznalata mellett az ABC modszerrel. A negyedik
esettanumanyban egy genomi modszer, a RADseq hasznat mutatom be. Ezen
tanulmanyban egy nagy elterjedésii kelet-eurdpai fajrdl, az osztrdk zsalyarol
(Salvia austriaca Jacq.) allapitjuk meg, hogy valdjdban ezzel a névvel két,
Megallapitasunkat a RADseq modszer éltal generalt tobb ezer SNP-en alapuld
filogenetikai torzsfa rekonstrukcioval, Bayes-faktor alapti faji szinti

lehatarolassal, valamint molekularis datalassal tamasztjuk ala.
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2. Esettanulmanyok

2.1. Mikroszatellit markerek fejlesztése a fokozottan
védett, tetraploid mocsari kardviragban
(Gladiolus palustris Gaud.)
2.1.1. Irodalmi el6zmények

A Gladiolus L. nemzetség mintegy 260, az Ovilagban, foként Afrikaban
honos fajt foglal magaba. Eurdépaban minddssze hét faj fordul eld, és a
legnagyobb faji diverzitas a Foldkozi-tenger térségébe koncentralédik (Valente
¢s mtsai., 2011), azonban néhéany faj északabbra, a mérsékelt dvben is eléfordul.
Ilyen példaul a mocsari kardvirdg (Gladiolus palustris), amely Kozép-Eurdpa
endemikus faja, és Kelet-Franciaorszagtol Magyarorszagig, valamint Dél-
Németorszagtol Eszak-Olaszorszagig, valamint az Eszak-Balkanon fordul el6
(Szczepaniak ¢és mtsai., 2016). Kromoszoémaszama 2n=60, ami a Gladiolus
nemzetségben a tetraploid szintnek felel meg (Hamilton, 1980). Mivel ez a faj
egy erésen veszelyeztetett ¢l6helyen, a nedves rétek €s a szaraz gyepek kozotti
Okotonban fordul eld, teljes elterjedési teriiletén visszaszoruloban van
(Schnittler és Giinther, 1999), és szerepel az Eurdpai Unié Eléhelyvédelmi
Iranyelvének II. mellékletében (Az Eurdpai Kozosségek Tanacsa, 1992). Tobb
nemzeti vords listan is szerepel, az [UCN vords listdjara pedig Adathianyos
fajként kertilt fel (Bilz és mtsai., 2011). A G. palustris hatékony védelme
érdekében olyan genetikai markerek kifejlesztésére van sziikség, amelyek a

populacié szintjén biztositanak felbontast.

Jelen kutatasunkban 15 mikroszatellit markert jellemziink, melyeket a
mocsari kardvirdgban azonositottunk. Tovabba, 11 polimorf l6kusz fajok

kozotti hasznosithatosagat két europai, rokon faj, a Gladiolus imbricatus L. és a
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Gladiolus tenuis M.Bieb. péld4jan keresztiil mutatjuk be. Abbol, hogy a
G. imbricatus hibridizdl a G. palustrisszal, kozeli genetikai rokonsagukra
kovetkeztethetiink (Szczepaniak ¢€s mtsai.,, 2016), a G. tenuis pedig a
G. imbricatus kelet-eurdpai rokonaként van szamon tartva (Gabrielian, 2001). A
mocsari kardvirdgot vizsgald korabbi genetikai kutatdsokban altalanosan
hasznalt plasztisz markereket és AFLP analizist hasznaltak (Szczepaniak és
mtsai., 2016), ezért az altalunk azonositott markerek kulcsfontossadgi eszkozt
jelenthetnek a késébbiekben e nagy természetvédelmi jelentdségli faj

populacidgenetikai vizsgalatdhoz.

2.1.2. Moddszerek és eredmények

A G. plaustris leveleket szilikagélben megszaritottuk, és a genomi DNS-t
modositott cetil-trimetil-ammodnium-bromid (CTAB) protokoll (Doyle, J. J.,
Doyle, 1987) segitségével vontuk ki (Sramké és mtsai., 2014). A
mikroszatellitek izoldlasa soran egy 454 piroszekvenaldson alapuld protokollt
kovettiink (Sinama és mtsai., 2011). Ot, foldrajzilag egymastdl tavol esd
populécidobdl szarmazd novény DNS-ét (1. fliggelék) egyenld aranyban
elkevertiik és a kovetkezO DNS probakkal dusitottuk mikroszatellitekre: (TG),
(TC)io, (AAC)s, (AAG)s, (AGG)s, (ACG)10, (ACAT)s, (ACTC)s. A megtisztitott
¢s mikroszatellitekre dusitott konyvtarat a 454 GS-FLX Titanium protokoll
alapjan (Roche Applied Science) a Genoscreen Ltd. (Lille, Franciaorszag)
szolgaltatdsa keretében szekvendltattuk. A primertervezéshez sziikséges
szekvenciak kivalasztasahoz a QDD v.3.1.2 (Meglécz és mtsai., 2014) szoftvert
hasznéltuk, az alapértelmezett beallitdsok haszndlatdval. A szennyezddések
kimutatasdhoz a szekvencidkat a BLAST program segitségével hasonlitottuk
Ossze az NCBI (National Center for Biotechnology Information) nukleotid-
adatbazisaval. A szekvencidkat a GIRI (Genetic Information Research Institute)

altal fenntartott RepeatMasker konyvtarak segitségével szlrtiik transzpozonokra
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(http://www.girinst.org; elérés 2015. februar). A QDD altal kiadott

szekvenciakbol a kovetkezd kritériumok alapjan valasztottunk ki primerparokat:
(1) a célrégioban csak a legalabb hat ismétlddéssel rendelkezd, tiszta
mikroszatellitek voltak megengedettek; ii) az (AT), ismétlddéseket kizartuk; iii)
a primer illesztési pontszamanak az amplifikalt szekvencidhoz 6-nél
alacsonyabbnak kellett lennie; iv) a primereknek legalabb 10 bazis tavolsagra
kellett elhelyezkedniiik a mikroszatellit motivumtol; és v) a konszenzus
szekvencidkat elvetettik. A 110 potencidlis primerparbol 46 10kuszt
valasztottunk ki tovabbi sziirésre a fragment hossza és a primerek T-értéke
(olvadasi homérséklet) alapjan. Csak olyan lokuszok lettek kivalasztva, ahol a

primerek T, értéke (kapcsolodasi hdmérséklete) 64°C volt.

A 46 primer specifikus PCR-amplifikacidra vonatkozé elsd tesztelését a
nyiraddi populécio egyetlen egyedén végeztik (1. fiiggelék), és a kapott PCR-
termékeket hiitott, 2%-os agardz gélen végzett elektroforézissel értékeltiik. A
PCR-keverék a kovetkezOket tartalmazta: 2x DreamTaq Green puffer, 0,2 mM
dNTP (mindegyikbdl egyenként), 1 mg/ml Szarvasmarhaszérum-albumin,
0,5 uM minden egyes primerbdl és 0,05 U DreamTaq Green DNS-polimeraz 10
ul végso térfogatban (az 6sszes PCR-reagens a Thermo Scientific, Carlsbad,
CA, USA-t6l szarmazott). A PCR koriilmények a kovetkezOk voltak:
denaturélas 95°C-on 2 percig, 40 ciklus 15 masodperc 95°C-on, 30 masodperc
62°C-on ¢és 1 perc 72°C-on, majd egy utols6 elongacids 1épés 72°C-on 10
percig. Minden PCR-t a fenti beallitasokkal végeztiink. Huszondt 16kusz
produkalt specifikus termékeket. Ezeket a raposkai populaciobdl szarmazo 6t
novénybdl all6 mintan vizsgaltuk (1. fiiggelék), a potencidlisan polimorf
lokuszok keresése céljabol, a fentiekkel azonos elektroforetikus feltételek
mellett. Tizenot 10kuszt valasztottunk ki tovabbi elemzésre az 6t minta kozotti,

szabad szemmel kiértékelt hosszkiilonbségek alapjan. A kivalasztott 15 1okusz

25



forward primereit az 5' végiikon fluoreszcens festékkel jeloltiik (1. tablazat), és
az SSR lokuszokat PCR-amplifikdltuk a célfajunk harom magyarorszagi
fluoreszcens jelolésii PCR-termékeket ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA) késziiléken futtattuk. A termékeket az eldre jelzett
fragmenthossz és a fluoreszcens jeldlés tipusa szerint multiplexaltuk, a sdvok
intenzitasa alapjan 16kuszonként kiilonb6zé mennyiségli PCR-terméket (1,54
ul) hozzaadva (2. fiiggelék). A multiplexalt PCR-termékek egy mikroliterét 0,25
pL GeneScan 500 LIZ méretstandardhoz (Applied Biosystems) és 14,75 uL Hi-
Di formamidhoz (Genetic Analysis Grade, Applied Biosystems) kevertiik a
Genetic Analyzerre valo feltoltés eldtt. A genotipizalast manudlisan végeztiik a
PeakScanner v1.0 (Applied Biosystems) szoftver segitségével. Célfajunk
tetraploid jellege miatt a genotipusok kiértékelése és elemzése a GenoDive
2.0b27 verzidjaval (Meirmans €s Van Tienderen, 2004) tortént, mivel ez a
szoftver képes figyelembe venni az allélok kopiaszaménak tobbértelmiiségét a

részleges heterozigdtak esetében.
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1. tablazat A mocsari kardviragban (Gladiolus palustris) fejlesztett 15 mikroszatellit marker jellemzoi.

Lékusz Primer szekvencidk (5-3") Isméflédé Meéret Fluoresrzcens GenBa{ll?

motivum (bp) festék azonositd
GIPal0l* F: TTCTGCAAAGCTAACAGGCG; R: CCACTGCCATTATCGGTCGA CT 201 PET™ MG266909
GIPal03* F: TTGTTACTGGTGCGGACTCC; R: CAGGTCCGATTGCTTGAGGA CT 211 NED™ MG266910
GIPal04* F: TTTGGGACGGGTATGCGTAG; R: TTCGCTTTCGTGGAAGTCCA GA 137 6-FAM™ MG266911
GIPal0)§ F: ATGCCTTTGTCCTCTCACCT; R: TTTGTCCCTAATTGGAACACGTC CT 137-141 VIC® MG266912
GlPalll F: CGGGAATAGCAACTACCCGG; R: GTTGCCCTTGCGGTTGATC AG 136-138 PET™ MG266913
GlPall3 F: ATTGCCAAGGAGGTACAGGC; R: GCAAACCCACTCTGCTTCCT GAA 95-107 6-FAM™ MG266914
GlPall4 F: CCAAGTAAGTGATGGCGGC; R: GGGTCTAGAGAAGGCTTGGG GAG 189207 6-FAM™ MG266915
GlPal21 F: GTGGGTTCCAAGCTTGCATG; R: TCATTGGCCGCGACAGAG GA 122-142 NED™ MG266916
GIPal22 F: TGAAACCCTACACGTAACCCT; R: ATGTAGGGTGATGGTGGCTG AG 293-305 6FAM™ MG266917
GlPal24 F: ACATTCCTATTTGGACGGTCCA; R: AGTTCCCTAGTCATCTATGGCT TC 291-297 VIC® MG266918
GlPal37 F: ACGTGAGTGATCAATTAAAGGGC; R: CAACAGCACTGTGAGCACC AAC 261-270 NED™ MG266919
GlPal39 F: ATCCCTTTCCTAATTCCTTCCC; R: TGATGAAGAGGATTCCGACGAC AG 238-240 6-FAM™ MG266920
GlPal41* F: AAACCCTCACTTCGGAGATCA; R: TAAAGTCAGTCAGCTGTAACACTG GA 287 PET"™ MG266921
GlPal42 F: TCGGAAGGTAACAGAGGGAAC; R: GTCGAAACAGAGGAGATCGGG AAG 242-251 VIC® MG266922
GlPal46 F: GGGTCATCGCCTGTCATGAA; R: TCGTATCGGCTTGTTGGCTG GAA 207-219 VIC® MG266923

Megjegyzés: az 0sszes primer kapcsolodasi homérséklete (7,) 64°C.
“a tesztelt mintakban monomorf l6kuszok.
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2. tablazat Genetikai diverzitas értékek harom mocsari kardvirag (Gladiolus palustris)
populéacioban, 11 polimorf mikroszatellit marker alapjan a GenoDive v. 2.0b27
szoftverrel szamitva.
Raposka (n=25) Nyirad (n=20)  Batonyterenye (n=12)
Lokusz A A, H. A A, H. A A H.

GIPal08 3,000 2,048 0,522 2,000 2,000 0,513 2,000 2,000 0,522
GlPalll 2,000 1,992 0,508 2,000 2,000 0,513 2,000 2,000 0,522
GlPal13 2,000 1,986 0,512 2,000 1,978 0,512 1,000 1,000 0,000
GlPal14 5,000 2,183 0,557 4,000 2,442 0,609 2,000 1,578 0,387
GlPal21 4,000 3,041 0,682 4,000 3,221 0,702 2,000 2,000 0,522
GlPal22 5,000 2,405 0,601 6,000 3,058 0,694 1,000 1,000 0,000
GlPal24 3,000 1,162 0,144 4,000 1,223 0,190 1,000 1,000 0,000
GlPal37 4,000 3,550 0,727 4,000 3,849 0,751 3,000 3,000 0,686
GlIPal39 2,000 1,683 0,418 2,000 1,090 0,087 1,000 1,000 0,000
GlPal42 3,000 2,100 0,534 4,000 2,164 0,551 2,000 2,000 0,522
GlPal46 5,000 2,026 0,521 4,000 2,048 0,526 2,000 1,912 0,502
Osszesen 3,077 2,014 0,440 3,077 2,083 0,434 1,615 1,576 0,282

Megjegyzés: n = egyedszam; A = allélek szama; A, = allélek effektiv szdma; H, = vart

heterozigozitas.

*Leldhely és voucher informacio az 1. fiiggelékben talalhato.

Bar az elsddleges vizsgalatok alapjan arra szamitottunk, hogy mind a 15
l6kusz polimorf lesz, csak 11 lokusz bizonyult annak. Eredményeinkben
kozoljik a populacid méretét (n), az allélszdmokat (A), az allélek effektiv
szamat (A.) ¢és a varhat6 heterozigozitds értekét (H.). A megfigyelt
heterozigozitds értékét nem kozoljik, mivel ezek szamitasa nem a
ploidiaszdmra korrigélt allélfrekvencidkon alapulnak, és ezért torzitottak
(Meirmans ¢és Van Tienderen, 2004). Az allélok és az effektiv allélok szama a
harom vizsgalt populdcidban 16kuszonként 1 és 6, illetve 1,000 és 3,849 kozott
mozgott. Az atlagos He 0,385 (0,000-0,751) volt (2. tablazat). A fajok kozotti
amplifikaciot a G. palustrisban polimorfnak talalt 16kuszokon a G. imbricatus
Ot egyedén és a G. tenuis harom egyedén teszteltiik, amelyek az elterjedési
tertiletiik tavoli pontjairdl szarmaznak. A PCR-koriilmények a fent leirtakkal

azonosak voltak. A 11 polimorf 16kuszb6l csak négyet sikeriilt amplifikalni
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(3. tablazat). Ez a célfajunk és a G. imbricatus csoport fajai kdzotti viszonylag
tavoli filogenetikai kapcsolat kovetkezménye lehet.

3. tablazat Fajok kozotti amplifikacio két rokon fajban, Gladiolus imbricatusban és
Gladiolus tenuisban.
Lokusz Gladiolus imbricatus (n=5)  Gladiolus tenuis (n=3)
GlPal08 + +
GlPalll - -
GlPal13
GlPall4
GlPal21
GlPal22
GlPal24 - -
GlPal37
GlPal39 - -
GlPal42 - -
Gl1Pal46 - -

Megjegyzés: n = egyedszam; + = sikeres amplifikacio; — = sikertelen amplifikacio

0+
0+

+
+

2.1.3. Konkluziok

Tanulmanyunkban azonositottunk 11 polimorf mikroszatellit markert
mocsari kardviragban (G. palustris). A k6zolt mérdszamok alapjan alkalmasak
a faj populaciodgenetikai vizsgélatara, valamint eldrelépést jelentenek a faj
vizsgélatara hasznalhat6 markerek tekintetében, ugyanis a kordbban hasznalt,
dominans AFLP markerek nem alkalmasak a teljes genetikai diverzitas
feltérképezésére, valamint kiilonb6zé vizsgalatok kozott is problémas az
Osszehasonlitasuk (Arnold és Emms, 1998). Mig a raposkai és nyiradi
populacidk esetében a legtobb marker mas, éveld fajokhoz hasonld genetikai
diverzitast mutatott, addig a batonyterenyei populacié sok marker esetében egy
allélt tartalmazott, amibdl arra kdvetkeztethetlink, hogy az egy genetikailag
végletesen besziikiilt, 0sszeomlott populacid. Az ezen markerekkel végzett
vizsgélatok alkalmasak lehetnek e fokozottan védett faj természetvédelmi
kezelésének genetikai megalapozasara. Eredményeink valdsziniisitik, hogy az
altalunk azonositott markerek mas, kozelrokon fajokban is alkalmazhatok

lehetnek.
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2.2. Uj SSR markerek fejlesztése a fokozottan védett,
endemikus magyarfoldi husangban
(Ferula sadleriana Ledeb.)
2.2.1. Irodalmi el6zmények

A Ferula L. az Apiaceae csaladba tartozd, mintegy 170 fajt tartalmazo
nemzetség, amelynek foldrajzi elterjedési teriilete Eszak-Afrikatol Kozép-
Azsiaig terjed (Pimenov és Leonov, 1993). Tobb, a hagyomanyos
gyogyaszatban hasznalt, és szamos endemikus fajt tartalmaz, kiilonosen a
kozép-azsiai régioban (Kurzyna-Mtynik és mtsai., 2008). A magyarfoldi husang
(Ferula sadleriana Ledeb.) egy éveld lagyszaru, amelynek elterjedési teriilete a
Kérpat-medencére korlatozodik (Lendvay ¢és Kalapos, 2014). A faj
sziklagyepek, sztyepplejtok és bokorerdok mozaikjaban fordul el (Lendvay és
Kalapos, 2009). Minddssze nyolc populdcidja ismert, -elterjedésének
kozéppontjaban pedig Eszak-Magyarorszag és Dél-Szlovékia dombvidékei
allnak, egy populaci6 pedig Erdélyben talalhaté (Tordai-hasadék). A populéciok
mérete 50-nél kevesebb és 5000 egyed kozott valtozik (Lendvay és Kalapos,
2009). A kis populacioméretek és a faj korlatozott elterjedése miatt a faj
fokozottan védett mindharom orszagban, ahol eléfordul (Lendvay és Kalapos,
2014). Az IUCN Voros Listajan a veszélyeztetett kategoriaba soroljak (Kiraly
és mtsai., 2011), és szerepel az Eurépai Unid Eléhelyvédelmi Iranyelvének II.

¢és I'V. mellékletében (Az Eurdpai Kozosségek Tanacsa, 1992).

Ezen endemikus faj genetikai informdcioval is  tdmogatott
természetvédelmi kezelése érdekében 13 polimorf mikroszatellit markert
azonositottunk. A fajok kozotti amplifikdcid hatékonysagat az eurdzsiai
sztyeppe két fajan, a Ferula songarican Pall. ex Schult. és

Ferula tatarican Fisch. ex Spreng. teszteltilk, amelyek a nemzetségen beliil
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monofiletikus csoportot alkotnak célfajunkkal (Isd. 3. esettanulméany). Ugy
gondoljuk, hogy az altalunk azonositott markerek hasznosak lehetnek a Ferula

nemzetség fajain végzett populacidgenetikai vizsgalatokban.

2.2.2. Modszerek és eredmények

A genomi DNS kivonasat szilikagélben szaritott levelekbdl végeztiik,
modositott CTAB protokollt kdvetve (Sramko és mtsai., 2014). Harom egyed
DNS-¢ének ekvimolaris keverékébol (3. fliggelék), a Nextera Library
Preparation Kit (Illumina Inc., San Diego, Kalifornia, USA) segitségével, a
gyartd protokolljat kovetve DNS konyvtarat készitettiink. A szekvenaldst az
[llumina MiSeq berendezésen, a MiSeq Reagent Kit 2. verzidjaval végeztik,
mely soran 250 bp hosszisadgu kétiranyu (paired-end) olvasatokat kaptunk. Az
olvasatokat a mikroszatellitek detektalasdhoz és a primerek tervezéséhez a
QDD v.3.1.2 (Meglécz és mtsai., 2014) programmal elemeztiik, alapértelmezett
beallitdsok hasznalataval. A kivalasztott 9111 szekvencia koziil a kovetkezd
kritériumok alapjan véalasztottuk ki a primerparokat a laboratoriumi
teszteléshez: (i) a szekvencia csak tiszta mikroszatelliteket tartalmazhatott a
célrégioban, legalabb nyolc ismétlédéssel; (i1)) nem tartalmazhatott (AT),
ismétlédéseket; (iii)) a primer illesztési pontszdmanak az amplifikalt
szekvencidhoz 6-ndl alacsonyabbnak kellett lennie; (iv) a primereknek legalabb
10 bazis tavolsagra kellett lennie a mikroszatellit motivumtol; (v) a konszenzus
szekvenciadk legfeljebb harom olvasaton alapultak; (vi) a RepeatMasker (vI.
317) (Smit és mtsai., 2013) programmal nem talaltunk benniik transzpozonokat;
vii) nem kaptunk BLAST taldlatot a GenBankban taldlhat6 nem Viridiplantae

szekvenciakra.

Ezen szlrési feltételekkel Osszesen 222  potencidlis 10kuszt

azonositottunk, amelyek koziil az elsd 44-et valasztottuk ki a kezdeti
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crer

hasadékban taldlhaté populaciobdl szarmazd egy egyed DNS-mintdjan
teszteltiik (3. Fiiggelék), hémérséklet-gradiens PCR protokollt alkalmazva. A
PCR sikerét hiitott, 2%-os agardz gélen értékeltiik. A PCR-keverék 1x
DreamTaq Green puffert, 0,2 mM dNTP-t (mindegyikbdl egyenként), 1 mg/ml
szarvasmarha-szérumalbumint, 0,5 uM-t minden egyes primerbdl, 0,05 U
DreamTaq Green DNS-polimerazt és 2 ng templat DNS-t tartalmazott 10 pl
végsO térfogatban (az Osszes PCR-reagens a Thermo Scientific, Carlsbad,
Kalifornia, USA-t6l szarmazott). A PCR koriilményei a kdvetkezdk voltak:
94°C harom percig, 40 ciklus 15 s 94°C-on, 30 s 56°C-64°C-on, majd 30 s
72°C-on, végsd elongacié 72°C-on 14 percig. E 1épés utan 22 primerpar (4.
tablazat) maradt, amelyek azonos, 64°C-os bekotési homérsékleten (T,)
specifikus termékeket adtak. Ezeket a l0kuszokat tovabb vizsgaltuk, populacios
szinten polimorf l6kuszokat keresve a Pilis-tetdi populdcio 6t egyedén (3.
fliggelék). Ugyanazt a PCR-keveréket €s kiértékelési modszert hasznaltuk, mint
az el6zo, egy egyeden végzett 1épésben. A PCR korilmények is ugyanazok
voltak, kivéve a bekotési homérsékletet, ami egységesen T,=64°C-ra lett
beéllitva. Az agardz gél vizualis vizsgélata alapjan tizenharom 16kusz bizonyult
polimorfnak populacios szinten. Ezeket a 16kuszokat vélasztottuk ki a tovabbi
elemzéshez, és a ,,forward” primereket az 5' végiikon fluoreszcensen jeloltiik (4.
tablazat). Mind a 13 kivalasztott 10kuszt PCR-amplifikaltuk a fent leirt PCR

koriilmények alkalmazasaval.
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4. tablazat A magyarfoldi husangban (Ferula sadleriana) fejlesztett 22 mikroszatellit lokusz adatai. Az Osszes primer bekotési
hémerséklete T,=64°C.

. . Ismétlédé Fluoresczcen GenBank .
Lokusz Primer szekvenciak (5'—3") motivum Méret (bp) s fostek hozzaférési
szam

FSad01® F: TGCGATGTTGAAGATAAACGGC; R: ATCGGCACCACTCACAGTAG (AG)13 240 — MN603946
FSad03® F: ATCAACATCTATTATCAGTCATCCTTC; R: AAATGACCCTGATCGTTGAGG (GA)” 140 - MN603947
FSad04® F: GTGAGCACTGGATACCGGAC; R: TCTGCTACCAACAGTCCTGG (TG)g 94 - MN603948
FSad06' F: CCCGCATTACATTATTTGTAGTCG; R: CGTCCTCGTCACCAGATAAGC (GA)» 111-121 VIC MK393172
FSad07' F: AGGAGGTGTTGTTGACCCAG; R: CCACTTCACAAATCTAAATTCCTACAC (GT)wo 216226 VIC MK393173
FSad09> F: CTGTCGCCGGTGGTGATG; R: CCACTGATCACTACAGCGCC (AG) 193-249 6-FAM MK393174
FSad10’ F: GGAAGGATAAGAAATATCAATCGGACG; R: TGCTTTATTGCGGAGAAAGTTCC (TG)s3 151 - MN603949
FSadll? F: TGGTTCTCATTCGAGCACATG; R: CTTCCTCCACTGACCGTGAG (AG)H 156168 VIC MK393175
FSadl2' F: TGCCATGCATACTGTGTAACAC; R: GCTCTTGATTCTCATCTGAAACAC (CT)() 288-294 6-FAM MK393176
FSadl3® F: CATCTGAGCGAGGCCGAC; R: TATCTCCTCTTCTTCGCCACC (GA)IO 192 - MN603950
FSad20° F: GCAATGGCTTCAATCGGTTC; R: ACCGCAATAGAAGCTCTAAGAGG (TC), 168 - MN557388
FSad25' F: AACGATGTCGCACTTCGGAC; R: CAACGGGAACAAATCATCAGCC (CT)ss 171211 NED MK393177
FSad26®° F: ACCAGGTCCCACTCCCTTTC; R: AGAATTGTGAACATCAAAGACCC (TC)s 241 - MN557389
FSad28® F: ATTTACCGGCGGTATGACCC; R: TGGTCGAAGCATGGTTGGAG (CT)io 135 — MN603951
FSad32® F: AGACTATCCAGAGGACCGGC; R: TTGTTCTGCCAGAGATCCCG (GAA), 240 - MN603952
FSad33? F: TTTCTACCATCGCCATCTACCAC; R: AGAGTAAGTATCTCCAGATGTTCTTG (CT)ie  282-292 PET MK393178
FSad36° F: AGTTGCCAAGATTTGTGTCTAGC; R: TGTGCCTTTGTACTGTAGTGG (CA)IO 135-143 NED MK393179
FSad37' F: GACATAAGTTGGTTGAGTTAGTTAGG; R: ACACTCTATTTGATGGAGTCACC (CT)11 115-159 6-FAM MK393180
FSad39> F: ACACATAACCCAACGACTACGG; R: TGTTACCGTCTTCTCCGACC (TC)m 228-240 NED MK393181
FSad40> F: AGCGCAGGAATTGAATTGGC; R: TTCCCACCCATAGACTGCTG (AAG)1o 129-147 6-FAM MK393182
FSad42! F: TCAGTCATCATCCTTTCCTTCTC; R: GACATGCTATGACCATCTGAATTC (TC)s 134-160 PET MK393183
FSad43® F: TGGCAAAGAGTCAGCAATGC; R: ACTAGGTGTACATGAAGACACGG (TAGA), 182-234 PET MK393184

Megjegyzés: ' Multiplex 1; * Multiplex 2; * el6zetes vizsgalataink alapjan monomorfnak bizonyult, ezért kizartuk a tovabbi
vizsgalatokbol.
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Harom populaciobdl szarmazd, populacionként 16, 20 és 18 egyeden (6.
tablazat) teszteltik e lokuszok populdciogenetikai alkalmazhatosagat. A
fluoreszcensen jelolt PCR termékeket ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA) eszkdzon elemeztiik. Két multiplex
keveréket  készitettiink, melyekhez az egyes lokuszokkal végzett
reakciotermékeket egyenld aranyban adtuk hozza. Mindkét keverék hat 16kuszt
tartalmazott, a fragmentek hossza és a jelold fluoreszcens festék alapjan
kombinalva (4. tdblazat). A multiplexalt PCR termékek egy mikroliterét az
elemzés elott 0,25 pl GeneScan 500 LIZ méretstandardhoz (Applied
Biosystems) ¢és 14,75 uL Hi-Di formamidhoz (Genetic Analysis Grade, Applied
Biosystems) adtuk. A genotipizalast a PeakScanner v1.0 (Applied Biosystems)
programmal, manudlisan végeztiik. Eredményeinkben k6zoljiik az allélek (A) és
a privat allélek (A,) szamat, valamint a vart (H.) és a megfigyelt
heterozigozitasokat (H,). A genotipusok elemzését a GenAlEx v.6.5 szoftverrel
végeztiik (Peakall és Smouse, 2012), innen az allélok és a privat allélok szamat,
valamint a vart és megfigyelt heterozigozitas értékeket ismertetjiik. A Hardy-
Weinberg-egyensulytél (HWE) val6 eltéréseket a Hardy-Weinberg egzakt teszt
¢és a p-értekek Markov lanc altali szamitasaval, a lokuszok kozotti kapcsoltsag
(LD) mértékét pedig az alap bedllitdsokkal, és a p-értékek Markov lanc altali
szamitasaval szdmoltuk ki a GenePop v.4.2 (Raymond ¢és Rousset, 1995;
Rousset, 2008) szoftverben. A null allé¢leket a FreeNA (Chapuis és Estoup,
2007) programmal értékeltiikk, az EM algoritmus segitségével (Dempster és
mtsai., 1977). Az MCMC paramétereket a HWE valoszinliség-tesztelésénél az
alapértelmezett bedllitdsokon hagytuk. Az allélszam minden populacidoban 3-14
kozott mozgott, a privat allélok atlagos szama 1,4 (Tordai-hasadék), 0,1 (Pilis-
tetd) és 0,9 (Bélkd) volt. A vart heterozigozitas értékek 0,095 és 0,869 kozott
mozogtak, a megfigyelt heterozigozitasok 0,05 és 0,938 kozott voltak, és a
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HWE-t6l val6é eltérések mindharom populdcidban jelen voltak, leginkabb
azonban az FSad37 és FSad33 lokuszok esetében (6. tdblazat). Ez a mintdzat
valoszintileg a null-allélek jelenlétével magyarazhatdé (6. tablazat), és az
allélfrekvencidk korrekcigjat teszi sziikségessé (Chapuis és Estoup, 2007). A
lokuszok kapcsoltsagat figyeltiik meg az FSad12 és FSad33 (p=0,001), FSad25
¢s FSad40 (p=0,001), FSad40 és FSad42 (p=0,004) 16kuszparok kozott minden

populécidban.

A fajok kozotti amplifikaciot a F sadleriana két kozeli rokona, a
(n=4) teszteltiik. Azonos PCR-koriilmények kozott, 2%-os, hiitott agarézgélen
értekelve, a 22 specifikus 16kuszbol 20 amplifikalodott és produkalt specifikus
PCR terméket a F. songarica, €¢s 19 a F. tatarica esetében, a legtobb esetében

nyilvanvalo6 polimorfizmussal (5. tablazat).

5. tablazat Fajok kozotti amplifikacio sikere kozelrokon Ferula fajokban.

Lokusz Allél méret (bp) Loékusz Allél méret (bp)
Ferula Ferula Ferula Ferula
songarica tatarica songarica  tatarica
(n=6) (n=4) (n=6) (n=4)

FSad01  256-290 228-284 [FSad25 200-243  194-221
FSad03  130-132 138-140 [FSad26 217-238 216227
FSad04  113-116 117 FSad28 - -

FSad06  139-154 137-151 [FSad32 - -

FSad07 212-254 212-233 [FSad33 279-310  290-322
FSad09  201-230 202-255 [FSad36 137-145  138-140
FSad10 180 179-186 [FSad37 137-165  141-177
FSadl1 169-186 173-189 [FSad39 221-251 231249
FSadl2  300-319 286-337 [FSad40 199-206  201-205
FSad13  206-211 203-207 [FSad42 190-203  193-228
FSad20  172-179 — FSad43 157 192217

Megjegyzés: n = egyedszam; — = sikertelen amplifikacio.
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6. tablazat A magyarfoldi husang (Ferula sadleriana) populaciogenetikai mérészamai a fajban tervezett 13 polimorf SSR marker
alapjan.*

Osszesen (n=54) Tordai-hasadék (n=16) Pilis-tet6 (n=20) BéIko (n=18)

Lokusz A4 H, H A A4, Null H, H. A A4, Null H, H, A A, Null H, H,

FSado6 6 0,519 0,786 5 0 0,083 05 0,621 5 0 0,193 0400 0,739 6 1 0072 0667 0,792
FSad37 10 0,283 0808 7 4 0352 0,133 0,742 5 0 0277 0250" 0,738 5 1 0,176 0444" 0,736
FSad42 5 0407 0,503 4 1 0 0,563 0,584 2 0 0 0,1 0,095 4 1 0,011 0,611 0,631
FSad25 14 0,704 0,84 8 3 0,057 0,688 0822 4 0 0 0,65 0558 11 4 0,019 0,778 0,84
FSad07 5 0444 0,732 5 1 0 0,750' 0,699 4 0 0,243 0,300 0,716 4 0 0,119 0333 0,539
FSadl2 4 0426 0547 3 1 0,087 0375 0508 2 0 0,166 025 0499 3 1 0 0,667 0,586
FSad36 3 0,352 0339 3 1 0 025 0225 2 0 0 04 0375 2 0 0 0,389 0,375
FSad40 7 0,556 0,748 6 1 0,002 0,625 0,699 4 0 0,066 04 0546 6 1 0,02 0,667 0,653
FSadll 7 0,593 0,752 7 1 0,006 0813 0797 5 0 0 0,6 0611 3 0 0,081 038 0,468
FSad43 8 05 0777 6 2 027 028" 0763 5 0 0,08 0,55 0,7 5 1 0 0,611 0,583
FSad09 14 0,667 0881 9 3 0,097 0,625 0813 7 1 0,035 0,8 0823 10 2 0,17 0,55 0,869
FSad39 6 0,704 0,737 6 O 0 0,938 0,779 4 0 0 0,700' 0,648 6 0 0,111 0,500 0,698

FSad33 3 0,03 0626 3 0 0218 0,18 0529 2 0 03 0050 0499 3 0 0263 0,167 0,586
Megjegyzés: n = egyedszam; A = allélek szama; A, = privat allélek szama; H, = megfigyelt heterozigozitas; H, = vart heterozigozitas az
Osszes populaciora nézve; H, = vart heterozigozitas; '= szignifikans eltérés a Hardy-Weinberg egyensulytol (p<0,05).

* A vizsgalt populaciok geokoordinatai: Tordai-hasadék, Romania = 46,558685°N, 23,682311°E; Pilis-tetd, Magyarorszag =
47,68088°N, 18,8798°E; Bélkd, Magyarorszag = 48,042622°N, 20,3756°E.
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2.2.3. Konkluziok

A magyarfoldi husangban (F. sadleriana) 22 SSR markert azonositottunk,
amelyek koziil 13 bizonyult polimorfnak a vizsgalt populacidkban. Mivel ezek
az els0 genetikai markerek, amelyek ebben a veszélyeztetett fajban lettek
azonositva, kulcsfontossagtiak lehetnek a fajt célzé6 populdcidgenetikai ¢és
ezaltal természetvédelmi vizsgdlatokhoz. A legtobb marker a két rokon fajban
specifikus termékeket szolgaltatott, ami szélesebb korti alkalmazhatdésagukra

enged kovetkeztetni a Ferula nemzetségen beliil.

2.3. A veszélyeztetett, endemikus magyarfoldi husang
(Ferula sadleriana Ledeb.) természetvédelmi célu
populaciogenetikai vizsgalata

2.3.1. Irodalmi el6zmények

A veszélyeztetett populaciok altalanos allapotanak felmérésére kivaloan
alkalmasak a genetikai modszerek. Az olyan mérészamok, mint a genetikai
diverzitds, a populacioszerkezet, a génaramlas és a térbeli csoportok genetikai
kapcsoltsaga kritikus fontossdgiiak az endemikus taxonok tanulmanyozasaban,
melyek kis populéciokkal, széttoredezett areaval rendelkeznek, ezért nemcsak
¢l6helytlik elvesztése, hanem az alacsony genetikai diverzitasbol kovetkezd
csokkent fitnesz is veszélyezteti dket. A genetikai diverzitdst szamos tényezd
befolyasolja, példaul €életmenet jellemzok vagy a parzasi rendszer sajatossagai.
Példéaul egy hosszu életti faj altalaban nagyobb genetikai diverzitast mutat, mint
az egyéves fajok, de az eldbbiek populacidi kozott kisebb a genetikai
differencidcié mértéke, mint az utdbbiak populacidi kozott. Az endemikus és
Onbeporzo fajok altaldban kevésbé valtozatosak genetikailag, mint a széles
korben elterjedt és keresztez6d0 fajok. Nemcsak azért létfontossagu az

endemikus és veszélyeztetett fajok genetikai jellemzdinek vizsgélata, mert nem
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elegendd pusztan a populdcioméretek és az elterjedési adatok alapjan donteni a
védelemrél, hanem azért is, mert a genetikai adatok fényében jobban
megismerhetjiik az addot faj életmenet-jellemzoit valamint képet kaphatunk

parzasi rendszerének mikodéseéral.

A Kaérpat-medence tobb mint 70 endemikus novényfajnak ad otthont.
Ezek koOzott vannak olyan reliktum fajok, amelyek a Harmadiddészak (pl.
Syringa josikaea Jacq. Ex Rchb. — (Molnar V., 2003), a negyediddszaki
eljegesedés elott (pl. Carpinus orientalis Mill. — Willis és mtsai., 1995) és az
utolsé jégkorszak vége (plL. Trollius europaeus L.,
Dracocephalum ruyschiana L., — Shuka és Tan, 2009; Szatmari, 2015) ota
vannak jelen a Karpat-medencében. A Karpat-medencében szamos olyan
¢l6hely talalhatd, amelyek nagy endemikus fajgazdagsdgnak adnak otthont,
mint példaul a szilikat- (Achillea tuzsonii Ujhelyi,
Minuartia frutescens (Kit.) Tuzson) vagy a  dolomit sziklagyepek
(Seseli leucospermum Waldst. & Kit., Linum dolomiticum Borb.,

Sesleria sadleriana Janka, Vincetoxicum pannonicum (Borhidi) Holub — Szitar

¢és Torok, 2007).

A Ferula L. (Apiaceae) nemzetség (sensu Kurzyna-Miynik és mitsai.,
2008, magaba foglalva a Dorema D.Don ¢és Leutea Pimenov nemzetségeket)
mintegy 170 fajt foglal magéba, amelyek kozott szamos gazdasagilag fontos,
gyogyaszati vagy étkezési célokra hasznalt, vagy endemikus faj taladlhato. A
nemzetség legtobb faja Kozép- és Nyugat-Azsidban talalhatd, de egy
leszarmazasi ag a Foldkozi-tenger térségét is benépesitette (Pérez-Collazos és
mtsai., 2009), és tobb faj Kelet-Eurdpa sztyeppéin is jelen van (Kolomiychuk ¢és
Vynokurov, 2016; Matis ¢és mtsai., 2017; Taysumov ¢és mtsai., 2018). E kelet-
eurdpai csoport legnyugatibb faja a Ferula sadleriana Ledeb. a Kaérpat-

medence endemikus faja, melynek areaja minddssze nyolc ismert populacidra
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korlatozodik, amelyek Magyarorszag (5 populacio), Szlovékia (2 populacid) és
Romania (1 populacid) kozott oszlanak meg (7. tablazat). A faj sziklas, szaraz
gyepek, sztyepprétek ¢és Pannon molyhos tolgyes karsztbokorerddk
mozaikjaban fordul eld (Lendvay és Kalapos, 2009). Feltételezések szerint a
F sadleriana egy interglacidlis reliktum, bar nincs bizonyiték, amely
alatamasztand ezt a hipotézist, mivel a faj nem szerepel a nemzetségre
Osszpontositd legujabb filogenetikai tanulmanyokban (Kurzyna-Mtynik és
mtsai., 2008; Panahi és mtsai., 2015, 2018). A becsiilt populacioméretek 50-nél
kevesebb egyedtdl 5000 egyed koriili méretig terjednek (Lendvay és Kalapos,
2009), bar a populacioméretben nagy az éves fluktuacid (Lendvay és Kalapos,
2014). A magyarfoldi husangot a legelés (f6ként muflonok altal), a kirandulok
altali taposas ¢és mozaikos €l6helyén a lombkorona zar6désa fenyegeti.

7. tablazat Az ismert Ferula sadleriana populéaciok el6fordulasi adatai. Ns: mintazott

egyedek szama; Nc: becsiilt egyedszam (Lendvay €s Kalapos, 2009); *: nagymértéki
populacioméret kiilonbség, zarojelben a (Nagy €s mtsai., 2014) altal kézolt adat.

Foldrajzi Foldrajzi

Populacioé Lel6hely , , . Ns Nc
szélesség hossziisag

Gerecse,

Pisznice Magyarorszag 47,69974 18,49097 14 400

Pilis-tet6 Pilis, Magyarorszag 47,68088 18,8798 20 4700

Kis-Kevély Pilis, Magyarorszag 47,63236 18,97113 7 50
Borzsony,

Nagymaros Magyarorszag 47,7707 18,93854 9 50 (1200)*
Biikk,

Bélko Magyarorszag 48,04277 20,37555 18 400
Szlovak karszt,

Konyari-fennsik ~ Szlovakia 48,57469 20,386021 10 250
Szlovak karszt,

Pels6ci-fennsik  Szlovakia 48,60154 20,4657 15 300
Torockoéi-hegység,

Tordai-hasadék  Romania 46,558685 23,682311 16 2500

Tekintettel ezekre a veszélyekre, foldrajzi elterjedésére, széttoredezett
elterjedési teriiletére, kis populacidira és az alkalmas éldhelyek korlatozott

szdmara, amelyek gyakran nem kapcsolédnak egymashoz, a faj szigortian
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védett mindharom orszagban, ahol jelen van. Az Eurépai Unié Eléhelyvédelmi
Iranyelvének II. és IV. mellékletében is szerepel (Az Europai Kozosségek
Tanacsa, 1992), és az IUCN Voros listajan a ,,veszélyeztetett” kategoriaba

tartozik (Kiraly és mtsai., 2011).

A faj védelme érdekében végrehajtott intézkedések kozé tartozik a legeld
vadak ¢€s kirandulok kizardsa, valamint a visszatelepitéssel kapcsolt ex situ
védelem (Lendvay és Kalapos, 2009). Ezek a visszatelepitések (amelyek az
1970-es ¢és 1980-as években torténtek) azonban csak részlegesen
dokumentéltak, ¢és sok esetben csak gyanithatoak vagy anekdotikus
bizonyitékokon alapulnak. A Pilis-tetdi populaciobol ex situ megdrzés céljabol
az ELTE Botanikus Kertbe telepitettek egyedeket (Kalapos, 1998). Innen
ugyanebbe a populdcioba (Lendvay ¢és Kalapos, 2009), valamint a pisznicei
populacidba is telepitettek egyedeket, bar ezek vélhetden nem maradtak életben
(Isépy 1., személyes kozlés; Lendvay és Kalapos, 2009). A bélkdi populaciobol
keriiltek egyedek az MTA OBKI Botanikus Kertjébe Vacratotra (Kereszty és
Galantai, 1994; Lendvay és Kalapos, 2009). Az is feltételezhetd, hogy a
pisznicei populaciobol keriiltek egyedek az MTA OBKI Botanikus Kertjébe
(Sulyok J., személyes kozlés). Ez a két attelepités nem zarja ki egymast, bar
bizonytalan, hogy hogyan ¢és milyen sorrendben torténtek. Ezt kdvetden az
MTA OBKI Botanikus Kert é4lloményabol keriiltek egyedek a bélkéi
populécioba. Feltételezések szerint a Kis-Kevély populéacio, amelyet 2006-ban
fedeztek fel, ugyanebbdl az allomanybdl torténd betelepités eredménye
(Somlyay, 2007; Lendvay ¢s Kalapos, 2009). Egy masik betelepités a pisznicei
populdcioba tortént, feltehetden a Tordai-hasadék populaciobol, amikor az
elébbirdl azt hitték, hogy kihalt (Lendvay és Kalapos, 2009). Vannak
anekdotikus beszamolok a nagymarosi populdcioba torténd betelepitésekrdl is,

bar ez sem lett dokumentalva (Somlyay L., személyes kozlés).
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Szamos tanulmany foglalkozik a Ferula fajok genetikai allapotaval (pl.
Moghaddam ¢és Farhadi, 2015; Dettori és mtsai., 2016; Rahali és mtsai., 2016;
Khederzadeh ¢és mtsai., 2017; Tajbakht €s mtsai., 2018), azonban ezek a
legritkabb esetben koncentralnak természetvédelmi-genetikai szempontokra
(Pérez-Collazos ¢s Catalan, 2008; Pérez-Collazos és mtsai., 2009; Li és mtsai.,
2020). Tudomdasunk szerint minddssze két olyan tanulmany van, amely
mikroszatellit markereket ir le a Ferula nemzetségben, az egyik a F sadleriana
(Malkoéces €s mtsai., 2020), a masik a Ferula sinkiangensis K.M.Shen (Li és
mtsai., 2020) esetében, két olyan fajndl, amelyek az eurdzsiai sztyeppén élnek,
de ennek a hatalmas ¢l6helynek a nyugati, illetve keleti peremén fordulnak eld

(She és Watson, 2005; Kiraly, 2007).

Ebben a tanulményban i) rekonstrudljuk a Ferula nemzetség filogenetikai
torzsfajat az nrlTS szekvencia segitségével, hogy meghatarozzuk a
F sadleriana elhelyezkedését a nemzetségen belill, ii) elemezzik a
F. sadleriana populaciok genetikai diverzitasat, populdcioszerkezetét &és
evolucios torténetét 13 mikroszatellit marker segitségével, és iii) genetikailag

megalapozott ajanlasokat adunk a faj megdrzésére.
2.3.2. Anyag és modszer

Mintavétel, DNS kivonas, nrITS és SSR adatok el6allitasa

A F sadleriana valamennyi ismert lel6helyérél 7-20 egyedbdl
gyljtottiink szovetmintdkat (a mintavételezés a legutobbi, atfogd terepi
vizsgélat alapjan ismert populdcidomérettel aranyosan tortént (Lendvay és
Kalapos, 2009)), valamint a Ferula songarica Pall. Ex Schult. két egyedébdl,
valamint a Ferula tatarica Fisch. ex Spreng. és a
Ferula heuffelii Griseb. ex Heuff. egy-egy egyedébdl (4. Fiiggelék), amelyeket

szobahdmérsékleten, szilikagélben taroltunk. A DNS kivonidsa modositott
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CTAB protokollal tortént (Sramké és mtsai.,, 2014). Az SSR adatok
eléallitdsdhoz 109 F. sadleriana egyed genomi DNS-kivonatat higitottuk azonos
koncentraciora (10 ng/ul). Tizenharom mikroszatellit 16kuszt hasznaltunk, a
(Malkées és mitsai., 2020) altal leirtakkal megegyezden, beleértve a PCR
koriilményeket, a PCR-termékek multiplexalasat és az elektroforetikus
koriilményeket is. A genotipizalast manualisan végeztik a PeakScanner 1.0
verzidjanak (Applied Biosystems) segitségével. nrITS szekvencidkat az ITS1A
(Gulyas és mtsai., 2005) és ITS4 (White és mtsai., 1990) primerek segitségével,
a F sadleriana 8 eléfordulasi helyérdl egy-egy egyedébdl, a F. songarica két
egyedébdl, valamint a F. tatarica és a F. heuffelii egy-egy egyedébdl szdrmazo
genomi DNS felhasznalasaval allitottuk el6. A PCR koériilmények az aldbbiak
voltak: 94°C harom percig, 35 ciklus 30 s 94°C-on, 30 s 51°C-on, 40 s 72°C-
on, majd végsd elongacido 72°C-on 7 percig. A PCR-termékek szekvenalasa a
Macrogen Europe B.V. (Amszterdam, Hollandia) szolgaltatdsdn keresztiil
tortént. A nrITS szekvencia-olvasatokat manualisan ellendriztiik, €s sziikség
esetén korrigdltuk a FinchTV 1.4-es verziojaval, majd feltoltottiik a GenBank
online adatbazisba (4. Fiiggelék). Az nrITS adatsort kiegészitettiik a GenBank
adatbazisdban hozzaférhetdé mas Ferula fajok egyedeinek szekvencidival (4.
Fiiggelék). Az nrITS szekvencidkat a Seaview 5.0.4-es verzidjaban a MUSCLE
algoritmus (Edgar, 2004) segitségével, az alapértelmezett beallitdsok
hasznalataval illesztettiik. Az nrITS région beliil az ITS1, ITS2 és 5,8S rRNS
szekvencidkat a kordbban publikalt adatsorok alapjan azonositottuk (4.

Fiiggelék).

Filogenetikai elemzés

A F sadleriana a Ferula nemzetségen beliil elfoglalt filogenetikai
poziciojat a fent leirt nrITS adatsor felhasznélasaval tartuk fel. Az IQ-TREE
szoftver 1.6.12-es verzidjat (Nguyen és mtsai., 2015) hasznaltuk a ModelFinder
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(Kalyaanamoorthy és mtsai.,, 2017) -MFP-MERGE opcioval a legjobb
particionalasi séma megkereséséhez, ¢s 810 ultragyors bootstrap iteracidoval a
ML alapu konszenzus torzsfa létrehozdsdhoz (Chernomor és mtsai., 2016;

Hoang és mtsai., 2018).

Populécidgenetikai elemzések

A populéacidgenetikai elemzésekhez csak az SSR adatsort hasznaltuk fel.
Annak ellendérzésére, hogy a valasztott mintaszdmok elegenddek-e az egyes
populacidok reprezentdlasdhoz, az ADZE v.1.0 szoftvert hasznaltuk az
all¢lgazdagsag meghatarozasara. Annak ellenérzésére, hogy a hasznalt
markerek képesek-e megfelelden jellemezni a populaciokon beliili genetikai
diverzitast, genotipus-halmozddasi gorbéket (genotype accumulation curve)
készitettiink az R kornyezetben elérhetd poppr csomag segitségével (Kamvar és

mtsai., 2013).

Az R v.3.6.3 kornyezetben (R Core Team, 2019) talalhatd adegenet és
poppr csomagokat (Jombart, 2008; Kamvar és mtsai., 2013) hasznaltuk a
populdcionkénti allélszdm, a lokuszonkénti atlagos allélszam, a populécion
beliili privat allélok szdma és a megfigyelt heterozigozitas kiszamitasdhoz. A
lokuszokat a Hardy-Weinberg egyensulytol vald eltérések szempontjabol is
vizsgaltuk az R v.3.6.3 pegas csomagjanak (Paradis, 2010) X? tesztjével, és
mivel mind a 8 populdcidban az FSad33 16kusz, és 4 populdcidban az FSad37
¢s FSad39 lokuszok esetében szignifikans eltéréseket tapasztaltunk, a FreeNA
szoftvert hasznaltuk a null allélok kimutatasdra, és ennek megfeleléen
korrigaltuk az allélfrekvencidkat (Chapuis ¢és Estoup, 2007). A vart
heterozigozitast és az egyedszamra korrigdlt vart heterozigozitast ezekbdl a

modositott allélfrekvencidkbdl szamoltuk ki a kovetkezd képletek segitségével:
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lokuszok szama (Slatkin és mtsai., 1991), és UHeZ( )-He; ahol N a

mintazott egyedek szama (Nei €s Roychoudhury, 1974). A beltenyésztettségi
egyiitthatot (F) a megfigyelt és a varhatd heterozigozitasokbol szamoltuk ki

H
Wright képletével: F ZI—FZ (Wright, 1922). Az Fst értékeket a FreeNA

programban, az ENA moddszerrel szamoltuk ki (Chapuis és Estoup, 2007). A
korrigalt allélgyakorisagokat a populaciok kozotti Cavalli-Sforza- és Edwards-
hurtavolsagok kiszamitasdhoz hasznaltuk, majd a Past 3.0 szoftverben 100
bootstrap mintdval UPGMA torzsfat épitettiink. A foldrajzi tdvolsagokat az R
3.6.3 Verzi(')jéban talalhato geosphere csomag segitségével szamitottuk ki. A
programbol kinyert paronkénti Fst matrix és a foldrajzi tavolsdgmatrix
Osszehasonlitasaval teszteltilk, az R kornyezet ade4 csomagjaban taldlhato

Mantel-teszttel (Chessel és mtsai., 2004).

A populaciok szerkezetét a ParallelStructure v.2.3.4 szoftverrel (Pritchard
¢s mtsai., 2000; Besnier és Glover, 2013) vizsgaltuk a CIPRES weboldalon
(Miller ¢és mtsai.,, 2012), egy redukalt adatsort haszndlva, amely nem
tartalmazza az FSad33 és az FSad37 lokuszokat, mivel azok szignifikansan
eltértek a HWE-tol. Tekintve az egyes populaciok egymashoz valo kozelségét
¢s a kozelmultban tortént természetvédelmi célu telepitéseket, a STRUCTURE
elemzésekben az admixture modellt hasznéltuk. Az elemzéseket 100 000
MCMC iteracion keresztiil futtattuk 20 000 burn-in mellett. Minden egyes K
értekre (K=1-10) 6t ismétlést futtattunk. A STRUCTURE HARVESTER (Earl
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¢s VonHoldt, 2012) segitségével a AK (Evanno és mtsai., 2005) és az InPr(X|K)
értékek alapjan valasztottuk ki a megfeleld K értéket.

Demografiai elemzések

A F. sadleriana demografiai torténetének elemzéséhez a DIYABC v.2.1.0
programban (Cornuet ¢és mtsai., 2008) alkalmazott ABC keretrendszert
hasznaltuk a 11 1okuszt tartalmazo, redukalt SSR adatsoron. Annak érdekében,
hogy elkeriiljiilk nagyszamu alternativ forgatokonyv bevonasat ugyanabba az
elemzésbe, kiilon elemzéseket futtattunk a (i) populdciok kozotti leszarmazasi
kapcsolat, (i1) a gyanithatéan kevert eredetli nagymarosi populéacié forrasanak
feltarasa érdekében, valamint, hogy (iii) megbecsiiljiik a populaciok kozotti
elvalasok idejét a végsd, legvaloszinlibb topoldgia segitségével. Az elsd
elemzés soran 9 lehetséges forgatokonyvet (5. Filiggelék) teszteltink a
populéciok kozotti  filogenetikai kapcsolatokra vonatkozoan, az effektiv
populécioméretekre és az eltérési idokre vonatkozo egyenletes eloszlastu prior
beallitdsok alkalmazdsaval (6. Fiiggelék). Minden lokuszt egy csoportba
soroltunk, ¢és a mikroszatellitekre vonatkoz6 alapértelmezett prior
paramétereket hasznaltuk, kivéve a mutdcids ratat, amelyet 1 x 107 és 1 x 107
kozotti egyenletes prior eloszlasra allitottunk be, mely egy megengeddébb
beallitas, ugyanis mikroszatellit markerek esetében még a 1 x 10* és 1 x 107
kozotti beallitast szoktak hasznalni (Cornuet és mtsai., 2010; Cabrera és
Palsbell, 2017). A kovetkezd Osszefoglalod statisztikdkat valasztottuk ki: atlagos
allélszam, atlagos genetikai diverzitas (Nei, 1987), Fst (Weir és Cockerham,
1984), osztalyozési index (Pascual és mtsai., 2007) és du2 tavolsag (Goldstein
és mtsai., 1995). Minden egyes forgatokonyvhoz 5 x 10° adatsort szimulaltunk
a paraméterek prior eloszlasai alapjan. A kiilonb6z6 forgatokényvek poszterior
valoszinliségeinek kiszamitasahoz a kozvetlen €és a logisztikus megkdzelitést

hasznaltuk, ¢és a legnagyobb poszterior valoszinliséggel rendelkezd

45



forgatokonyvet valasztottuk ki. A forgatokdnyvvalasztassal kapcsolatos
konfidencia értékeléséhez a direkt megkozelitésnél 500 szimulélt adatsorra, a
logisztikus megkdzelitéssel pedig az Osszes adatsor 1%-dra vonatkozodan
szamoltuk ki a poszterior prediktiv hibaaranyokat (posterior predictive error
rate). A modellellendrzést 1000, a poszterior eloszlasbol szimulalt adatkészleten
végeztik el, a kovetkezd, a tanuld adatsorban nem szerepld Osszefoglald
statisztikak  segitségével: atlagos méretvariancia, valamint kétmintés
statisztikak, mint atlagos allélszam, atlagos géndiverzitas ¢és kozos alléltavolsag

(Chakraborty és Jin, 1993).

Mivel a STRUCTURE elemzés és az elsé ABC elemzés azt sugallta, hogy
a nagymarosi populacié kevert eredetii (lasd 2.3.3. Eredmények), a masodik
elemzésben 6 alternativ forgatokonyvet teszteltiink e populacid eredetére
vonatkozoan (7. Fliggelék). Az effektiv populacioméretek és az elvalasok
idejének prior eloszlasai a 8. Fliggelékben talalhatok. Minden mas prior
beallitas megegyezett az elsé elemzésben hasznaltakkal. A felhasznalt
Osszefoglald statisztikdk a kovetkezOk voltak: atlagos allélszam, atlagos
genetikai diverzitds, osztdlyozasi index és kozos alléltavolsag. A fenti prior
paraméterek alapjan minden forgatokonyvhoz egymillio szimulélt adatsort
generaltunk. Az I. és II. tipusu hibak valoszinliségét az els6 elemzéshez hasonld
moédon szadmitottdk ki. A modellellendrzést az elsé elemzéssel azonos
beallitasokkal végeztik el, azzal a kiilonbséggel, hogy az itt hasznalt
Osszefoglalo statisztikak az atlagos méretvariancia, valamint a kétmintés
statisztikak, mint az atlagos allélszam, az atlagos genetikai diverzitas ¢és az Fst

voltak.

A harmadik elemzésben az el6z0 elemzések altal valdszintsitett
topoldgiat hasznaltuk az elvalasi idok és az 6si populacidk effektiv méretének

becsléséhez, ezért csak egy forgatokonyvet modelleztiink (2. dbra).
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2. abra A harmadik ABC elemzéshez hasznalt forgatokdnyv. Minden -effektiv
populacioméretet egy szin jelol. Az y tengelyen talalhato jelolések megfelelnek egy-
egy koaleszcens eseménynek. A jelolések kozotti tdvolsag nem aranyos az események
kozott eltelt idovel. Az egyes szinek a kiilon6zo effektiv populacioméreteket jelolik.

Az effektiv populacioméretek és az elvalasi iddk prior eloszlasai a 9.
Fiiggelékben talalhatok. Minden mds prior bedllitds megegyezett az eldzé két
elemzésben hasznaltakkal. A felhasznalt 6sszefoglald statisztikak a kovetkezok
voltak: atlagos allélszam, atlagos genetikai diverzitds, atlagos Garza-
Williamson M (Garza és Williamson, 2001; Excoffier és mtsai.,, 2005),
osztalyozasi index ¢és kozos alléltavolsag. Egymillio adatsort szimuldltunk
ezekkel az a priori paraméterekkel egyetlen forgatokonyvhoéz. A
modellellenérzés megegyezett az el6zé két elemzéssel, azzal a kiillonbséggel,
hogy az itt hasznalt Osszefoglald statisztikdk az atlagos méretvariancia és a
kétmintas atlagos allélszam, az atlagos genetikai diverzitds és az Fst voltak.
Ebben az elemzésben megbecsiiltilk a paraméterek poszterior eloszlasat, és a
paraméterbecslés robusztussaganak értékeléséhez 500 szimulalt adatsor alapjan

kiszamitottuk az RMAE értékeket (Cornuet és mtsai., 2010).
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2.3.3. Eredmények

Filogenetikai elemzés

Az ITS matrix 243 szekvencidt tartalmazott, amelyekbdl Osszesen 178
volt egyedi szekvencia. A matrix 624 bazispar hosszii volt, melybdl 153
parszimonia-informativ, 130 szingleton ¢és 340 allando6 nukleotidot
azonositottunk. A matrix az ITS1 régid 5’ végét, az 5,8S riboszomalis RNS gént

¢és az ITS2 régid 3’ végét tartalmaztak.

Az IQ-TREE két particiot azonositott, az els6 az ITS1 és ITS2 régiokat, a
masodik pedig az 5,8S riboszomalis RNS gént tartalmazta. A ModelFinder az
elsd particidhoz a SYM+G4 modellt, a masodik particidhoz pedig a K2P+R2
modellt vélasztotta ki a BIC értékek alapjan. A generadlt ML konszenzusfa
tizenkét korabbi tanulmany (4. Fiiggelék) eredményeit integralja, és azokat
nyolc F sadleriana, két F. songarica, egy F tatarica és egy F. heuffelii
szekvenciaval egésziti ki, amelyeket ebben a tanulmanyban de novo

generaltunk.
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Ferula drudeana KJ660775

Ferula karshinskyi 0142 Tree scale: 0.01 +——
caspica 0180

Ferula 0105

gracilis 0186

0073

Ferula KX611793

potaninii 0153

Ferula dubjanskyi 0163

—— Ferula glabrifolia 0072

L porema glabrum EU169263

—— Ferula aucheri 0070

L Ferula syreitschikowii 0205

Ferula downieorum 0354

Lm—': Eriosynaphe longifalia KX611791
Eriosynaphe longifalia KX611792
Ferula groessingii KJ660785

—
\_:Fenu\a michaelii 0352
= Dorema aureum EU169262

[ Ferula heuteli
‘ Dorema ammoniacum EF560690; Ferula feruloides 0107,

Dorema aucherii EU169261
[ Dorema hyrcanum EU169264
{Wlu\a hyrcana 0071
™ Dorema aitchisonii EU169260

Ferula fedoroviorum 0133

Ferula kirialovii 0170
LII_EFEIUH lithophila MF161436
Ferula lithophila MF161437

Ferula canescens 0198
nuda 0213

Ferula tatarica 0174
Ferula songarica SOON3
Ferula songarica 0119;

. Ferula songarica

Ferula tatarica TATO1

Ferula sadleriana PELL
Ferula sadleriana KON1

Ferula sadleriana KJ660813;
Ferula sadleriana BEL2

Ferula sadleriana TOR

Ferula sadleriana PIS1

Ferula sadleriana KEV1

Ferula sadleriana PILL;

Ferula sadleriana NAG1
—

daninii KJ660773
Ferula bungeana KJ660769

pes DQ379439
Ferula olgae 0144

Ferula penninervis 0388

Ferula candelabrum KU165694
Ferula 0368
Ferula rigidula KJ660810

Ferula orientalis 0077; Ferula orientalis FN432920;
Ferula macrocolea 0373; Ferula elaeochytris KU165686

T
b
— Ferula microcolea 0147
ovina 0146

Ferula rigidula 2055

Ferula kashanica 0097;
Ferula microcolea 2047
Ferula tenuisecta AFO77890
Ferula angreni 0177

0206

| [ Feniakaraignaniez
= "
Fenula dictyocarpa KI660774

Ferula tenuisecta KJ660823
ﬁwm\a czatkalensis 0093;
Ferula serpentinica 0413
helenae MK749390
Ferula 0140
Ferula karatavica 0167

Ferula rubroarenosa 0166
Ferula ferganensis 0173

{Hm\a seravschanica 0211
i Ferula ghorana KJG60780

Ferula dissecta 0159
Aq Ferula ovina 0164, Ferula pallida 0209; Ferula xylorhachis 0406; Ferula xeromorpha DQ379458; Ferula karalaviensis OL16; Ferua ovina DQ379426;

Ferula kyzylkumica 0169; Ferula ugamica 0123; Ferula lapidosa 0106; Ferula ceratophylla 0141, Ferula prangifolia DQ373441; Ferula tschimganica D138,
Ferula ovina 0156; Ferula dshizakensis 0109; Ferula lipskyl DQ379422; Ferula tschimganica 0201; Ferula gypsacea 0171; Ferula ovina 0124

3. abra ML modszerrel generalt torzsfa, amely a Ferula nemzetség ,,A” kladjat vagy
Peucedanoides fajsorat tartalmazza (sziirke kiemelés a 10. Fiiggelékben). A 0
hosszusagh agakat dsszecsuktuk és sziirke haromszogekkel jeloltiik. Az 50-nél kisebb
bootstrap értékkel rendelkezd elagazasokat toroltiik. A bootstrap értékek az agak alatt
talalhatok. Az ebben a tanulmanyban generalt 0j szekvenciak piros szinnel vannak
jelolve.

A torzsfa nagyrészt egyezik a korabbi tanulmédnyokéval, és altalaban

alacsony bootstrap értékek, nagy politomiak jellemzik, és egyes ribotipusok
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eléfordulnak kiilonb6zd fajokban is (10. Filiggelék). A F. sadlerianaban harom
ribotipus fordul eld, amelyek koziil kettdt négy egyed, egyet pedig egyetlen
egyed képvisel. A F sadlerianat, F. tataricat, F. songaricat ¢és
Ferula nudat Spreng. tartalmaz6 kldd nagy tdmogatottsagu (BS=93%), és a
(Kurzyna-Mtynik és mtsai., 2008) szerinti ,,A” klddon beliil helyezkedik el,
amely a Panahi és mitsai., (2018) szerinti Peucedanoides (Boiss.) Korovin
fajsornak felel meg (3. abra). Az ,,A” klad elkiiloniilése jol tamogatott
(BS=96%) a Ferula kareliniit Bunge és Ferula sibiricat Willd. (10. Fiiggelék)
tartalmazé ,,B” kladtol (Kurzyna-Mlynik €és mtsai., 2008; Panahi és mtsai.,
2018).

Populéaciégenetikai elemzések

Az allélgazdagsag a populaciok felében tetézott a mintavételezett
egyedszamban, a leginkabb alulmintadzott populdciok a Bélkdé ¢és a Tordai-
hasadék voltak (11. Fiiggelék). A multilokusz genotipusok medidn szadma
maximum 0t 16kusznal tet6zott, amikor az dsszes mintazott populaciot kiilon-
kiilon vettiik figyelembe, és hat lokuszndl, amikor az Osszes populaciot
Osszevontuk (12. Filiggelék). Null-allélok minden 16kuszban jelen voltak, bar
populécionként eltéré aranyban. Az egyes populdciokban a null-allélok
gyakorisaga 0-t6l (az FSad06 és FSad39 lokuszokban) az FSad37 lokuszban
megfigyelt 0,405-ig terjedt. Az atlagos null-allél frekvencia az FSad06
lokuszban volt a legalacsonyabb (0,06) és az FSad33 l6kuszban a legmagasabb
(0,28) (13. Fiiggelék). Az allélok teljes szama a Kis-Kevély populécidoban
megfigyelt 34-t61 a Tordai-hasadék populacioban megfigyelt 72-ig terjedt.
Privat allélok a Nagymaros és a Pilis-tetd kivételével minden populacidoban
jelen voltak, és a Pisznice és a Tordai-hasadék populaciokban érték el a
maximumot (8). A megfigyelt heterozigozitasi értékek a nagymarosi

populacidban mért 0,363-t61 a Konyari-fennsik populacioban mért 0,577-ig
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terjedtek. A vart heterozigozitds a Kis-Kevély populdcioban volt a
legalacsonyabb (0,555) és a Tordai-hasadék populécidoban a legmagasabb
(0,690). Ugyanez a két populacid6 mutatta az egyedszamra korrigalt varhato
heterozigozitds szélsdséges értékeit is, amelyek 0,597 ¢és 0,712 kozott
mozogtak. A beltenyésztettségi egylitthato (F) a Konyari-fennsik populacioban
volt a legalacsonyabb (0,099) és a nagymarosi populdcioban a legmagasabb
(0,390) (8. tablazat).

c ey

paraméterei. N: a mintazott egyedek szama; Na: az allélok szdma; Np: a privat allélok
szama; Ho: megfigyelt heterozigozitas; He: vart heterozigozitas; uHe: egyedszamra
korrigalt vart heterozigozitas; F: beltenyésztettségi egylitthato.

Populécio N Na Np Ho He uHe F
Bélko 18 68 4 0,521 0,677 0,697 0,230
Kis-Kevély 7 34 1 0429 0,555 0,597 0,227
Konyari-fennsik 10 56 4 0,577 0,640 0,674 0,099
Nagymaros 9 45 0 0,363 0,595 0,630 0,390
Pilis-tetd 20 51 0 0419 0,625 0,641 0,329
Pisznice 14 53 8 0473 0,662 0,687 0,286
Pelséci-fennsik 15 60 3 0572 0,672 0,695 0,148
Tordai-hasadék 16 72 8 0,518 0,690 0,712 0,249

A paronkénti Fst a foldrajzilag egymashoz kozel taldlhatdé populacidok
kozott volt a legalacsonyabb, a tavolabbi populaciok kozott pedig magasabb,
azonban a Kis-Kevély populacié altaldban magas Fist értékeket mutatott az
Osszes tObbi populécioval, kivéve a Pilis-tetdivel, amely a legalacsonyabb Fist
értékek kozott volt (4. abra). Az UPGMA fa 0Osszességében nem volt jol
tamogatott, kivéve a Pilis-tetd és a Kis-Kevély populaciopar agat, valamint a

B¢élko, Konyari-fennsik €s Pelsdci-fennsik alkotta kladot (4. abra).
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4. abra A: a null allélokra korrigalt allélfrekvenciakbol szamolt, populaciok kozotti
Cavalli-Sforza- és Edwards-hurtavolsagokbdl generalt UPGMA moszerrel késziilt
torzsfa bootstrap értékekkel. B: a null allélokra korrigalt allélfrekvenciakbol szamolt,
populaciok kozotti paronkénti Fst értékek hotérképe. A sotétebb sziirke szin magasabb
Fst érteknek felel meg. Az egyes négyzetek fels sora az Fst érték, a masodik sor
zaro6jelben tartalmazza az Fst 95%-os konfidenciaintervallumat, a harmadik sor pedig a
foldrajzi tavolsagot jeloli kilométerben.

Nem volt szignifikans korreldcid a populécioparok kozotti foldrajzi
tavolsagok ¢€s a paronkénti Fst értékek kozott (5. abra). A STRUCTURE
elemzésben a AK a K=2 és a K=4, mig az InPr(X|K) a K=7 esetében volt a
legmagasabb, ezért ezt a harom csoportositast szemléltetjiik (6. dbra). K=2-nél a
Pilis-tet6 és a Kis-Kevély populacié valik el a tobbitdl, kivéve a Bélkd
populécido egy egyedét, amely az elobbi kettdvel egy csoportba keril. A
nagymarosi populdcio a Pilis-tet6—Kis-Kevély (a tovabbiakban "Pilisi klad")
csoportra jellemzé mintazatokat mutat. K=4 esetén a Pilisi klad egyiitt marad,

mig a Tordai-hasadék ¢és a Pisznice populaciok egy-egy kiilon klasztert

alkotnak.
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5. abra Az IBD tesztjei a populacidparok kozotti Fst értékek alapjan, a null allélokra
korrigalt allélfrekvenciakat felhasznalva. A genetikai differenciacio a foldrajzi tavolsag
fliggvényében (A), a sziirke szaggatott vonal a pontokra illesztett linearis regressziot
abrazolja, a jobb felsd sarokban a t és p értékekkel. Mantel-teszt (B), amely a genetikai
és foldrajzi tavolsag kozott megfigyelt korrelaciot (piros haromszog) és a térbeli
struktura hidnyat feltételez6 999 Monte Carlo szimuléci6 hisztogramjat abrazolja.
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A B¢élk6, Konyari-fennsik és Pelsdci-fennsik populaciok egy klasztert
alkotnak, kivéve a B¢élké populacid egy masik egyedét, amely a Tordai-
hasadékkal keriil egy csoportba. A nagymarosi populacié valamennyi
klaszterbdl mutat jegyeket, a dominans a Pisznicei klaszter. K=7 esetén minden
populécié  kiilon-kiilon klaszterezddik, kivéve a Pilisi kladba tartozé
populéaciokat. A Bélkd ¢és a Nagymaros populdciok jelentés mennyiségii
keveredést mutatnak mas klaszterekbdl. A Pelséci-fennsik populacio a Konyari-

fennsik populaciobol szarmazo6 keveredést mutat.
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6. abra (A) A STRUCTURE elemzés eredményeit bemutatd hisztogramok K=2, 4 és 7
esetén. (B) a STRUCTURE (K=4) eredmények térképen abrazolva, a kordiagramok
mérete a mintaszdmmal aranyos. Minden egyedet ahhoz a csoporthoz rendeltiink,
amelyhez a legnagyobb valosziniiséggel sorolddott. A deltaK értékek a klaszterek
szamahoz (K) viszonyitva (C) és az adatok atlagos becsiilt log-normal (Ln)
valdsziniisége a K klaszterek szimulalt szamahoz viszonyitva (D). A sziirke savok az 6t
ismétlés kozotti szorast jelzik.
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Demografiai elemzések

A F sadleriana demografiai torténetének vizsgalatara a DIYABC v.2.1.0
programban alkalmazott ABC keretrendszert hasznaltuk. Az els6 ABC elemzés
soran 9 forgatokonyvet (5. Filiggelék) teszteltiink a vizsgalt populaciok kozotti
filogenetikai kapcsolatokra vonatkozdan. A forgatokonyvek kivalasztasa a
korabbi elemzések, példaul a STRUCTURE elemzés és az UPGMA torzsfa
eredményei alapjan tortént. Minden forgatokonyvben a Pilis-teto—Kis-Kevély
populaciok testvérek voltak (Pilisi klad) és a Bélkd, Konyari-fennsik, Pelsdci-
fennsik populaciok altal alkotott csoport egy kladot (a tovébbiakban "Eszaki
klad") alkotott, mivel a tobbi elemzés eredményeiben nem volt ellentmondéas
ezen kapcsolatok tekintetében. A forgatokonyvek eltértek e két kladnak a tobbi
populacidhoz viszonyitott elhelyezkedésében, valamint a fennmaradé 3
populacié kozotti  kapcsolatokban. A Tordai-hasadék populacié minden
forgatokonyvben elsdként valt el, kivéve a 4., 5. és 6. forgatokonyvben, ahol a
Pilisi klad foglalta el a bazalis pozicidt. Az 1. forgatokonyvben a masodik
elvalas vélasztotta el az Eszaki kladot a Pilisi kladtol és a Nagymaros—Pisznice
partol, amelyek ezt kovetden valtak el. A masodik forgatokonyvben az Eszaki
klad valt el masodikként, utdna a Pisznice, a Nagymaros ¢€s a Pilisi klad, ebben
a sorrendben. A harmadik forgatokonyv a masodiktol abban kiilonbozik, hogy a
pisznicei és nagymarosi populaciok forditott sorrendben valtak el. A 4., 5. és 6.
forgatokonyv a Tordai-hasadék, a Pisznice és a Nagymaros populaciok
mindhdrom esetben csucsi helyzetben volt. A 7. forgatokonyvben a
Nagymaros—Pisznice par egy kiilon kladot alkot, amely az Eszaki kladbol vélik
ki, miutdn az elvalt a Pilisi kladtol. A 8. és 9. forgatokonyv a nagymarosi
populacido vegyes eredetét vizsgalta, mindkettoben a Bélké ¢és Pisznice

populaciok kozotti keveredésbdl szarmazik. A paraméterek prior eloszlasat
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megfelelden valasztottuk ki, mivel a megfigyelt adathalmaz jol illeszkedett a
szimulalt adathalmazok pontfelhdjébe a fokomponens-elemzésben, ahol az elsd
két fOkomponens a variancia 53%-at magyarazta (14. Figgelék). A 8.

forgatokonyvet a legmagasabb, 0,64-es PP alapjan valasztottuk ki (7. abra).
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7. abra Logisztikus regressziés diagram az elsé ABC elemzésben szimulalt
forgatokonyvekre (5. Fiiggelék). Az x tengely a valoszinliségek kiszamitasdhoz
hasznalt szimulaciok szdmat mutatja, az y tengely pedig az egyes forgatokonyvek
poszterior valoszinliségét.

Az 0Osszes tobbi forgatokonyv sokkal kevésbé valoszinli, a masodik
legvaldsziniibb a 6. forgatokonyv volt 0,17-es PP-vel. A poszterior prediktiv
hibaaranyok mérsékelten magasak voltak, 0,457 a kozvetlen, és 0,388 a
logisztikus megkdzelités esetében. A modellellenérzés azt mutatta, hogy a

megfigyelt adatpont a szimuldlt adathalmazok poszterior eloszlasanak
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pontfelhdjébe esett a PCA-ban, amelyben az elsé két fékomponens a variancia

79,3%-at magyarazta (15. Fiiggelék).

A maésodik ABC elemzésben a feltételezhetden kevert szarmazast
nagymarosi populacio eredetét 6 kiilonb6zd evolucios forgatokonyv alapjan
vizsgaltuk (7. Fliggelék). Minden forgatokonyvben a Tordai-hasadék populacid
képviselte a bazalis leszarmazasi vonalat, a Pilisi kldd a mésodik elvalast, a
Pisznice populacié a harmadik elvalast, az Eszaki klad pedig az utolsét. Az 1.
forgatokdnyv megegyezett az elsé elemzés 8. forgatokonyvével, amiben a
nagymarosi populacié a Pisznicei és a Bélkdi populacid keveredésének
eredménye. A 2. forgatokonyv szerint a nagymarosi populacié a Pisznicei
populacio és egy hipotetikus 0si populécid keveredésébdl alakult ki, amely az
Eszaki klad testvérkladja volt (a tovabbiakban: "Gsi északi populacio"). A 3.
forgatokonyv szerint a nagymarosi populacié a Pisznice és a Bélkd populaciok
keveredésébol szarmazd populacio és a Pilisi klad k6zotti keveredésbol alakult
ki. A 4. forgatokonyv szerint a nagymarosi populacio a Pilisi klad €s a pisznicei
populacié és az 6si északi populacio kozotti keveredésbdl szarmazo populacid
keresztezddésével alakult ki. Az 5. forgatokdnyv szerint a nagymarosi
populacié a pisznicei populacido és a két szlovakiai populacid 6si testvér-
populacioja (a tovabbiakban "Osi szlovakiai populacid") kozotti keveredés
révén alakult ki. A 6. forgatokonyv szerint a nagymarosi populécio a Pilisi klad
¢és egy hipotetikus kevert populacié keveredésével alakult ki, amely a pisznicei
¢s az Osi szlovak populacio keveredésével jott létre. Ebben a masodik
elemzésben az eldzetes beallitasok helyesnek bizonyultak, a PCA alapjan itélve,
amelyben az els6 két tengely a variancia 69,8%-4at magyarazta (16. Fiiggelék).
Az 1. forgatokonyvet a legmagasabb, 0,43-as PP alapjan valasztottuk ki (8.
abra). Az 0Osszes tobbi forgatokdnyv PP-je lényegesen alacsonyabb volt, a

masodik legmagasabb a 3. forgatokonyv 0,19-es értéke.
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8. abra Logisztikus regressziés diagram a masodik ABC elemzésben szimulalt
forgatokonyvekre (7. Fiiggelék). Az x tengely a valoszinliségek kiszamitasdhoz
hasznalt szimulaciok szamat mutatja, az y tengely pedig az egyes forgatokonyvek
poszterior valdszintiségét.

A poszterior prediktiv hibaardnyok ebben az elemzésben is mérsékelten
magasak voltak, 0,412 a kozvetlen, és 0,347 a logisztikus megkozelitéssel. A
modellellenérzés azt mutatta, hogy a megfigyelt adatpont a szimulalt
adathalmazok poszterior eloszlasanak pontfelhdjébe illeszkedett a PCA-ban,
amelyben az elsé két fokomponens a variancia 67,2%-4t magyardzta (17.
Fiiggelék). A harmadik ABC elemzésben az el6z6 elemzésekbdl szarmazo
legmagasabb PP-vel rendelkez6 topologiat tovabb részleteztiik, azaltal, hogy az
0si populdcioknak (azaz a fa belsd againak) kiilon effektiv populdcidméretet
adtunk (2. abra). A cél itt az elvalasi idOk és az Osi effektiv populacioméretek
becslése volt. A priorok kivalasztasa itt is megfelelonek bizonyult, amit a PCA

is bizonyit, amelyben az elsé két fOkomponens a teljes variancia 64,7%-at
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magyarazta (18. Fliggelék). A modellellenérzés azt is megmutatta, hogy a
megfigyelt adatok a szimulalt adathalmazok felhdjébe illeszkednek a PCA-ban,
amelyben az els6 két fékomponens a teljes variancia 64,9%-at magyarazta (19.
Fiiggelék). A paraméterek poszterior eloszlasat becsiiltik. Az effektiv
populacidméretek  esetében,  amikor a  populdciokat  egymadssal
Osszehasonlitottuk, a becslések meglehetdsen Gsszhangban voltak a korabbi,
terepen szdmolt populacioméretekkel (Lendvay és Kalapos, 2014). A két
legkisebb populacio, a Kis-Kevély ¢és a Nagymaros esetében volt a
legalacsonyabb, 618, illetve 813 a median effektiv populdcioméret. A
legnagyobb median effektiv populdciomérettel, 4480-nal a Tordai-hasadék
populécid rendelkezett, mig az 6sszes tobbi populécio esetében ez az értek 3000
¢€s 3500 kozott volt (9. tablazat). A bels6 agak median effektiv populacioméretei
az id6ben visszafelé haladva fokozatosan novekedtek, 4020-tol (a Pilis-tetd és a
Kis-Kevély populaciok kozos 6se) 15600-ig (az dsszes ismert populdcid kozos
0se). A konfidenciaintervallumok szélesek voltak, kiillondsen az 6si effektiv
populécioméretek esetében. A becsiilt elvalasi idok 194 generaciotdl (12, azaz a
nagymarosi populaciot létrehozo keveredési eseménytdl) 1500 generacioig (6,
azaz a tobbi populécionak a Pilisi kladtol és a Tordai-hasadék populaciotol vald
szétvalasanak 1ideje) terjedtek (9. tablazat). A konfidenciaintervallumok
mérsékelten szélesek voltak, az elvalasi események kozott nagy atfedésekkel.
Minden paraméter esetében az RMAE értékek mérsékeltek voltak, 0,172 és
0,453 kozott mozogtak. Altaldban alacsonyabbak voltak az effektiv

populécioméretekre és magasabbak az elvalasi idokre (9. tablazat).
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9. tablazat A demografiai paraméterek poszterior eloszlasainak becslései a harmadik
ABC elemzés eredményei alapjan (2. abra). N: effektiv populacioméret; t: elvalas
ideje, generacidkban; ra: keveredési rata; CI: konfidenciaintervallum; RMAE: abszolut
hiba relativ medianja.

Paraméter Median 95% CI  RMAE
Bélko (N1) 3450  1290-4900 0,198
Kis-Kevély (N2) 618 152-976 0,261
Konyari-fennsik (N3) 3280 996-4870 0,236
Nagymaros (N4) 813 326992 0,202
Pilis-tetd (N5) 3370  2090-8650 0,423
Pisznice (N6) 3310 14604810 0,198

Pelséci-fennsik (N7) 3490 11404900 0,189
Tordai-hasadék (N8) 4480 29304970 0,177

N2b 4020 2130-9200 0,324
N3b 7970 3040-9900 0,172
Nib 11500  1170-19600 0,429
Nlc 12200  1430-19600 0,403
N1d 11900  1000-19700 0,453
Nle 15600  2400-19900 0,308
t1 202 26-1200 0,400
2 194 27-927 0418
t3 418 45-1640 0354
t4 908  215-3900 0,321
t5 1210 2584370 0310
t6 1500  378-6670 0,332
t7 761 112-4790 0,370
ra 046  0,057-0,93 0,232
2.3.4. DiszKkusszio

Tanulmanyunkban a fokozottan védett, endemikus faj, a magyarfoldi
szerkezetét vizsgaltuk, egy rovid kitekintéssel a faj Ferula nemzetségben vald
filogenetikai helyzetérél. Uj informaciokkal szolgalunk a faj populacidinak
genetikai allapotarol, ¢és tanulmdnyunk azon kevés populdcidgenetikai
tanulmany koz¢ tartozik, amelyek Karpat-medencei novényekre (Bodor és
mtsai., 2010; To6th és mtsai.,, 2017, 2019; Malkocs és mtsai., 2019), vagy a
Ferula nemzetségre (Pérez-Collazos és Catalan, 2008; Pérez-Collazos és mtsai.,

2009; Li és mtsai., 2020) fokuszalnak.
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Filogenetikai eredményeink arra wutalnak, hogy a F sadleriana
legkozelebbi rokonai a F tatarica és a F. songarica, két olyan faj, amelyek az
eurdzsiai sztyeppe ovben fordulnak eld, a F tatarica pedig nyugatra egészen
Ukrajnaig terjedt el. Tovabbi kozelrokon taxonok a kozép-dzsiai F. nuda és a
Ferula canescens (Ledeb.) Ledeb. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
F sadleriana a legnyugatibb faj ezen leszarmazasi vonalon beliil, legkdzelebbi
rokona, a F. tatarica csak a Keleti-Karpatokon kiviil van jelen. Bar az elemzés
ereje viszonylag alacsony, mivel csak az nrITS szekvencian alapul, nagy
bizonyossaggal a legkodzelebbi rokonai mellé helyezi a F sadlerianat, igy
filogenetikai keretet ad tanulmanyunknak. Ugyancsak a nrITS szekvencia
alacsony filogenetikai felbontoképességének tudhato be, hogy a F. sadlerianat
¢s a F. songaricat mindossze egy SNP kiiloniti el, a F. tatarica két vizsgalt
egyede koziil egyik a F. sadleriana, a masik pedig a F. songarica altal képviselt
ribotipust hordozza. Ez lehetséges, hogy a leszdrmazasi vonalak nem teljes
levalogatddasanak tudhat6é be. Emellett a nrITS szekvencian alapuld torzsfa a
nemzetségben hasznalt genetikai markerek kozil a Ferula hagyomanyos
taxonomiai kezeléséhez legkodzelebb 4llo topologidt mutatja (Panahi és mtsai.,

2015).

Az SSR adatsorunk a F. sadleriana populaciok genetikai variabilitasanak
vizsgalatara val6 alkalmassagara Osszpontositoé feltdré elemzések eredményei
azt mutatjak, hogy bar egyes populaciok némileg alulmintazottak, az altalunk

hasznalt l0kuszok szdma megfeleld.

Bér a null allélok jelenléte gyakori mind a lokuszok, mind a populaciok
kozott, a FreeNA-ban alkalmazott ENA korrekciés modszerrel ugy véljiik, hogy
a null allélok hatasat tudtuk kezelni, és nem befolydsoljadk azokat az

elemzéseket, ahol ezt a mddositott adatsort hasznaltuk.
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Valamennyi populacio viszonylag magas genetikai diverzitast mutatott, a
varhatd heterozigozitdsok mas hosszu életli, endemikus fajokhoz hasonldak a
mikroszatellit markerekkel végzett vizsgalatok alapjan (pl. Freville és mtsai.,
2001; Radosavljevi¢ és mtsai., 2012; Mouhaddab és mtsai., 2017; Vardareli és
mtsai.,, 2019). A Ferula nemzetségen beliili 6sszehasonlitds sordn a legtobb
tanulmany sokkal kisebb genetikai diverzitast mutat (Marchi és mtsai., 2003;
Pérez-Collazos és Catalan, 2008; Dettori és mtsai., 2016; Tajbakht és mitsai.,
2018), még azok is, amelyek olyan széles korben elterjedt taxonokat vizsgélnak,
mint a Ferula communis L. és a Ferula assa-foetida L. Annak ellenére, hogy
endemikus faj, és joval kisebb populdciomérettel és elterjedéssel rendelkezik,
mint a F sadleriana, a F. sinkiangensis rendelkezik a legmagasabb varhato
heterozigozitasi értékkel a nemzetségen beliil (Li és mtsai., 2020), ennek
ellenére még mindig joval alacsonyabb, mint a mi vizsgalatunkban a
F. sadleriana esetében talédltak. Ezt annak tulajdonitjuk, hogy az Osszes tobbi
tanulmany (Li és mitsai., (2020) kivételével) kiilonbozé tipust genetikai
markereket  hasznalt, ami torzitdsra hajlamossd teszi az ilyen
Osszehasonlitdsokat, mivel a mikroszatellitek 4altaldban sokkal magasabb
varhatd heterozigozitast eredményeznek, mint a dominans markerek, példaul az
AFLP-k (Freville és mtsai., 2001; Maguire és mtsai., 2002; Gaudeul ¢és mtsai.,
2004). A F sadleriana esetében megfigyelt nagy genetikai diverzitas a faj
hosszu élettartaménak tulajdonithatd, és egy erdsen exogdm szaporodasi
rendszerre utal, amely kiegyenliti a kis populdcioméret hatdsat, ugyanis a
hosszl élettartam a generdciok keveredésével jar, igy csokkenti a ritka allélok
elvesztésének valoszinliségét (Lippé és mtsai., 2006; Weiser és mtsai., 2013). A
hosszt élettartamtl (Riley és mitsai., 2010) és exogam fajok (Karron, 1991)
magasabb genetikai diverzitdsa jol ismert jelenség, és az exogamia széles

korben elterjedt az Apiaceae csalddban, ¢és a Ferula nemzetségben is
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beszamoltak rola (Pérez-Collazos és Catalan, 2008; Yaqoob és Nawchoo, 2016).
Meglepd eredmény, hogy a genetikai diverzitds nem ardnyos a populdcid
méretével. A Pilis-teti populacio példaul, bar a legutobbi Osszeiras alapjan ez a
legnagyobb populacid, kevesebb genetikai diverzitast rejt, mint a joval kisebb
populacidk, példaul a két szlovakiai. Masrészt, a masodik legnagyobb
populacid, a Torda-hasadék Osszességében magas genetikai diverzitast mutatott,
mig a két legkisebb populécio, a Kis-Kevély és a Nagymaros altaldban alacsony
genetikai diverzitdst mutatott, ami arra utal, hogy a Pilis-tetéi populacio
alacsony genetikai diverzitasa inkabb kivétel. Az Fst alapu elemzések azt
mutatjak, hogy az egymadashoz foldrajzilag kozel esé populaciok genetikailag
kevésbé differenciltak, bar ez nem vezethetd vissza kizarolag az IBD-re. Erre
az egyik lehetséges magyarazat az, hogy a populdciok olyan hosszu idén
keresztlil vannak izoldlva egymastol, hogy genetikailag eléggé eltavolodtak
ahhoz, hogy az IBD egyértelmli mintazatat elfedjék. A Kis-Kevély populacio
Fst értékei egyértelmli példai az alapitdé hatasnak, vagyis annak, hogy ezt a
populécidt a Pilis-tetdi populaciobdl szarmazd egyedek alapitottak viszonylag
recensen (vagy természetes uton, vagy természetvédelmi szakemberek altali
betelepités eredményeként), és az alapité egyedek kis szdma vezetett az Gsszes

tobbi populéciotol vald jelentds eltavolodashoz.

A STRUCTURE elemzés eredményei nemcsak a populaciod szerkezetét,
hanem a viszonylag recens természetvédelmi erdfeszitések genetikai 6rokségét
is megmutatjak. Ez az elemzés megerdsiti a természetvédelmi erdfeszitésekkel
kapcsolatos anekdotikus bizonyitékok egy részét, ugyanakkor olyan genetikai
bizonyitékokat is feltar, amelyek erdsen ellentmondanak ezeknek. A populaciok
foldrajzilag meglehetdsen strukturaltak, ahogy haladunk egyre feljebb a K
értékekben, a foldrajzi klaszterek egymdés utan szétvalnak, mig K=7-nél mar

csak a Pilis-tet6 és a Kis-Kevély keriil egy csoportba, valdsziniileg a Kis-
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Kevély populéacio kozelmultbeli, a Pilis-tetérél valé megtelepedése miatt. Ez
ellentétben all a (Somlyay, 2007) altal részletezett anekdotikus bizonyitékkal,
amely szerint a Kis-Kevély populacié6 az MTA OBKI Botanikus Kert ex situ
természetvédelmi programjabol szadrmazik, melyben az egyedek a Bélko
populaciébol szarmaznak. Ugy tiinik, hogy a nagymarosi populacié szenvedte
meg leginkabb a rosszul tervezett betelepitéseket, mivel a Tordai-hasadék
populécid csoportjanak kivételével minden klaszterb6l mutat genetikai
jegyeket. Foldrajzi elhelyezkedése alapjan azt gondolnank, hogy ez a populaciéd
szorosabb kapcsolatot mutat az Eszaki kladhoz, mivel a Duna valosziniileg erds
barrierként viselkedik e faj esetében. Ezekbdl az eredményekbdl azt
feltételezziik, hogy a nagymarosi populicido eredeti genetikai Osszetétele
hasonldé volt az Eszaki kladéhoz, de ezt elfedte a pisznicei populaciobol
szarmazo6 viszonylag nagymértékii betelepités. A Bélké populacié mutatja be a
legjobban a korai természetvédelmi kezelések kaotikus jellegét, mivel harom
olyan egyedet tartalmaz, amelyek valosziniisithetden harom kiilonb6z6
populéciobdl (Tordai-hasadék, Pisznice €s Pilis-tetd) szarmazd nagymértéki
keveredést mutatnak. Ez a populdci6 dnmagaban is megerdsiti a telepitésekrdl
sz616 anekdotikus jelentések nagy részét. A Tordai-hasadékbol szarmazoé egyed
valoszinlileg a pisznicei populaciobdl szarmazik, ahova a Tordai-hasadekbol
tortént betelepités, bar tanulmanyunkban nem talaltunk konkrét bizonyitékot
ennek igazoldsara. Erre az egyik lehetséges magyarazat az, hogy a Tordai-
hasadékbdl a Pisznicébe torténd betelepités utan a Pisznicérdl a Bélkore is
tortént betelepités, amely a Tordai-hasadékbol is hordozott genetikai anyagot.
Ezt kovetden a Tordai-hasadékbol szarmazd egyedek nem hagytak jelentds
genetikai nyomot a Pisznicei populdcidban. A két szlovakiai populécid

kozelsége magyardzza a nagymértékii keveredésiiket. Bar valoszintileg nincs
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folyamatos génaramlds a két populacié kozott, a véletlenszerli események

fenntarthatjdk a keveredés alacsony szintjét.

Demografiai elemzések

A DIYABC segitségével végzett demografiai elemzések eredményei tobb
fontos aspektusa van. Az 6si populaciok méretének fokozatos ndvekedése az
1d6ben visszafelé haladva arra utal, hogy a F. sadleriana a multban elterjedtebb
volt, és hogy a jelenlegi populaciok refugialis helyzetben vannak, amelyek egy
nagy, Osi  populacid  széttoredezésébdl  keletkeztek. Az  effektiv
populécioméretek nagyrészt 6sszhangban vannak a terepen szamoltakkal, bar a
kisebb populacidk esetében joval magasabbak, mint a terepi adatok, mig a Pilis-
tetdi populacid esetében valamivel alacsonyabbak. Ez tiikr6zi a populacidkon
beliili genetikai diverzitds szintjének mintazatat, vagyis azt, hogy a kis
populéciok kis méretiik ellenére jelentds genetikai valtozatossagot rejtenek
magukban. Erdekes médon a nagymarosi populacidra vonatkozoan két,
meglehetésen ellentmondasos terepi adat 4ll rendelkezésre ugyanabbdl az
idészakbol. Mig Lendvay ¢s Kalapos, (2009) kevesebb mint 50 egyedrdl
szamol be, addig (Nagy ¢s mtsai., 2014) tébb mint 1000 egyedrdl, ami a faj
harmadik legnépesebb populaciojava teszi, és ami magyarazatot adhat az
altalunk talalt viszonylag magas genetikai diverzitasra. Ha generacids idonek
két évet vesziink, akkor mind a Kis-Kevély, mind a Nagymaros populécio
alapitdsanak als6 konfidencia szintje az 1970-es ¢és 1980-as évek kornyékére
esik, ami megyegyezik a rosszul dokumentalt természetvédelmi kezelések
idejével. A Kis-Kevély populacidval ellentétben, amelyet nemrégiben fedeztek
fel (Somlyay, 2007), a nagymarosi populdciorol a 19. szdzad o6ta vannak
jelentések (Reuss, 1853). A nagymarosi populaciorol ugy gondoltdk, hogy az
1980-as években kipusztult (Nagy és mtsai., 2014), ez vezethetett a mas

populaciokbol torténd Ujratelepitéséhez. A betelepitéseket kovetden a taléld

65



populacid keveredett a betelepitett novényekkel. Mindazonaltal a generacios
1d6k hosszaban rejld bizonytalansdg ¢s az elvalasi idék becslésének nagy
konfidenciaintervallumai miatt nem zéarhatjuk ki e populaciok természetes
eredetét. A szlovakiai populacidk szétvalasa becslések szerint nem tal régen
tortént, de mivel nincs emberi beavatkozasra utald bizonyiték, a kdzelségiik és a
természetes génaramlas nagyobb valoszinlisége miatt arra kdvetkeztetiink, hogy
a természetes eredet a valoszinlibb. A tobbi 4 populdcio keletkezési ideje
legalabb néhany ezer évvel ezelbttre tehetd, és az €lohelyeik a torténelmi
klimavaltozdsok miatti természetes folyamatoknak tulajdonithatd. Becsléseink
szerint az Osszes vizsgalt F sadleriana populdcio legkdzelebbi kozds Ose
legfeljebb 6670 generacioval ezeldtt ¢élt. Ha figyelembe vessziik a generacios
1dok kedvezdtlenebb korilmények miatti novekedését, akkor ezt az utolso
jégkorszak idejére vagy az azt kdvetd iddszakra tehetjiik. Sajnos ez az elemzés
nem alkalmas arra, hogy a faj eredetének idejére megbizhatd becslést

tehessiink.

Természetvédelmi vonatkozasok

Megallapitottuk, hogy a F. sadleriana kis populaciomérete ellenére nagy
genetikai  diverzitassal rendelkezik. A populaciok kozotti  genetikai
differencidlodas altalaban mérsékelt, de a foldrajzilag kozel fekvd populéciok
kozott alacsony. Eredményeink ravilagitanak a fajon végzett, nem dokumentalt
ex situ természetvédelmi kezelésekre is. Osszességében ezek az erdfeszitések
nem voltak kell alapossaggal megtervezve, és a genetikailag és foldrajzilag is
egymastol tavoli populaciok keveredéséhez vezettek. A Kis-Kevély populacio
alapitdsa lényegesen jobb dontés volt (ha egyaltalan ezeknek az
erofeszitéseknek az eredménye), bar ez is genetikai sodrodast eredményezett,
valoszintileg a kis alapitd populaci6 mérete miatt. Mindezek fényében a

populacidk és éléhelyeik helyben torténd megdrzését szorgalmazzuk, legeltetés
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kizarasaval és a kirandulok szamara informacios tablak kihelyezésével, vagy a
turautvonalak ezen él6helyektdl vald eltéritésével. Mivel a legtobb populacid
magas genetikai diverzitasu, kiillonosen a genetikailag differencidlodott
populécidok mesterséges keverését nem javasoljuk. Fontos az Osszes, vagy a
legtobb populacié védelme, mivel ezek genetikailag elkiiloniild egységeket
képviselnek. Fontos tovabba a populaciok rendszeres megfigyelése, mivel a
F. sadleriana populacionagysaga évente nagymértékli ingadozast mutat, €s
kedvezdtlen koriilmények esetén képes nyugalmi allapotban is tulélni (Lendvay
¢s Kalapos, 2014), ami a populacid6 méretének alulbecsléséhez, majd

elhamarkodott természetvédelmi kezelési gyakorlatokhoz vezethez.

2.4. A pontuszi sztyeppe eddig ismeretlen, Kkriptikus
zsalya (Salvia L.) fajanak azonositasa és jellemzése
morfometriai és genomi modszerekkel
2.4.1. Irodalmi el6zmények

A zsalyak (Salvia L.) nemzetsége az ajakosok (Lamiaceae) csaladjanak
legfajgazdagabb, €és a virdgos ndvények egyik legnagyobb nemzetsége, mintegy
980 fajjal (Will és ClaBen-Bockhoff, 2017), amely napjainkban is folyamatosan
gazdagodik 1) fajok leirasaval (Celep és mtsai., 2015; Garcia és Zamudio, 2015;
Martinez-Gordillo és mtsai., 2016; Martinez-Ambriz és mtsai., 2019; Wei és
mtsai., 2019). A nemzetség szinte az egész vilagon elterjedt, négy kontinensen
talalhatoak zsalyakban rendkiviil fajgazdag teriiletek. Ezen feliil a nemzetség
rendkiviili valtozatossagot mutat a fajok ¢lohelyi preferencidja, Okologiai

igénye, €s beporzasbiologidja tekintetében (Harley és mtsai., 2004).

A nemzetség egyik f6 azonositd bélyege a porzok emeldszerkezet-szerii
mozgasa (ClaBen-Bockhoff és mtsai., 2003). Ezen mechanizmus miikdését a

Salvia viragban talalhaté két aszimmetrikus porz6 teszi lehetévé, ahol mindkét
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porzé csatldja megnyult, elvalasztva egymastdl a két portokot. A felsd
(abaxidlis) csatld két termékeny portokfelet tartalmaz, mig az alsé (adaxialis)
csatld gyakran steril, és a nektarhoz vald hozzaférést korlatozo, kiszélesedett
képletet alkot (ClaBen-Bockhoff ¢és mtsai.,, 2003). A rugalmas porzok
porzdszalanak cstcsa koriil a csatlok reverzibilisen képesek megbillenni (Troll,
1929). Amikor a beporzast végzé rovar (leggyakrabban méh), vagy madar
(leggyakrabban kolibri) az alsd csatlot befelé tolja, hogy elérje a nektart, az
emeloszerkezet mechanizmusnak koszonhetoen a felso csatld lefelé mozdul el,
¢és a portokot a beporzohoz érinti, ezéltal elhelyezve a pollent a beporzé egy, a
virdg morfoldgidja altal jol behatarolt testrészére (ClaBen-Bockhoff és mtsai.,

2003, 2004).

A zsélyak viragat széleskoriien kutatjak ezen egyediilallé emeldszerkezet
mechanizmus virag—beporzé kolcsonhatasokban betdltott szerepe miatt (Miiller,
1873; Zalewska, 1928; Werth, 1956; Hruby, 1962; Baikova, 1999, 2002, 2004;
ClaBBen-Bockhoff és mtsai., 2003, 2004; Reith és mtsai., 2007; Wester és
ClaBen-Bockhoff, 2007). Az emeldszerkezet mechanizmus biztositja a
mechanikai (prezigotikus) izolaciot az egyébként interferilis Salvia fajoknal, igy
megakadalyozva a hibridizaciot — ez azért rendkiviil fontos, mert korai hibrid
generaciok (pl. F» és F5 generaciok) életképessége és termékenysége altalaban
alacsonyabb, mint a sziild fajoké, az adaptiv génkombinacidk felbomlasa miatt
(Dobzhansky, 1937). A porzok emeldszerkezet-szerli mozgésa kulcsfontossagu
a fajképzddés egyik 0 mozgatorugojaként azonositottdk, ugyanis a
nemzetségben megfigyelhetdé nagyobb radidciés események a billend-
mechanizmus jelenlétével korrelalnak (ClaBen-Bockhoff és mtsai., 2003, 2004).
A zsalyakéhoz hasonlo, rugalmas porzo emeldszerkezet mechanizmusok csak

ritkan alakultak ki a hajtasos novények korében. Hasonloan miikodd, azonos
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funkciojii mechanizmus megfigyelhetd tobb Calceolaria L. (Calceolariaceae)
fajban is, mely nemzetségben kétszer, egymastol fliggetleniil fejlédtek ki
(Trapp, 1956a; Sersic, 2004), valamint az Orobanchaceae csaladba tartozo
Pseudosopubia obtusifolia Engl. (Trapp, 1956b) és a Zingiberaceae csaladba
tartoz6 Roscoea purpurea SM. fajokban is (Troll, 1929).

Az elmult két évtized soran tobb tanulmany is bizonyitotta e nagy
nemzetség parafiletikussagat (Walker és mtsai., 2004; Walker és Sytsma, 2007;
Will és ClaBen-Bockhoff, 2014, 2017), és kimutattak, hogy az emeldszerkezet
mechanizmus harom (Walker és Sytsma, 2007; Drew ¢és Sytsma, 2012), vagy 6t
alkalommal (Will és ClaBen-Bockhoff, 2017) egymastol fliggetleniil alakult ki,
ami, bar az egész nemzetségre nézve azonos eredetli, az egyes monofiletikus
csoportok kozott minden esetben konvergencia eredménye, mind morfoldgiai,
mind funkcionélis szempontbdl. E tanulméanyok kdvetkezményeként a Salvia
nemzetség pontos koriilirasat illetéen folyamatos vita zajlik, és két f0
rendszertani kezelést javasoltak, mindkettd korabbi, atfogd molekularis és
morfologiai elemzéseket tartalmazo, nagyszamu taxont feldleld tanulmanyokon
alapul: az elsé javaslat a Salvia nemzetség megtartdsa tovabbi 15 faj
beolvasztasaval, = amelyek jelenleg a  Dorystaechas Boiss. & Heldr,
Meriandra Benth., Perovskia Kar., Rosmarinus L. és
Zhumeria Rech.f. & Wendelbo nemzetségekbe tartoznak (Drew ¢&s mtsai.,
2017), mig a masik javaslat e nagy nemzetség hat kisebb nemzetségre vald
felosztasat javasolja (Will ¢és ClaBen-Bockhoff, 2017). Egy recens
befolyasoltak az elterjedési teriilet-, biom-, illetve beporzovaltasi események, €s
bizonyitékokat talaltak arra, hogy a Salvidara jellemzé kiilonleges beporzasi
mechanizmuson kiviil mas folyamatok is befolyéasoljak a radidcios eseményeket

(Kriebel és mtsai., 2019).
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A Salvia nemzetség korében végzett filogenetikai vizsgalatok klasszikus
filogenetikai mddszerekre tdmaszkodtak (azaz plasztisz- és sejtmagi genombol
szarmaz6 markerek Sanger-szekvenalasara), amelyek képesek voltak a nagyobb
leszarmazési vonalak filogenetikai elkiilonitésére, de altaldban nem tudtak
megfeleld felbontast elérni a kdzelrokon fajok kdzotti viszonyok tisztazasdhoz
(Walker és Sytsma, 2007; Takano és Okada, 2011; Jenks és mtsai., 2013; Li és
mtsai., 2013; Walker és mtsai., 2015; Will és ClaBen-Bockhoff, 2017; Hu és
mtsai., 2018). A genomi megkdzelitések az utobbi esetben altalaban képesek
ezen viszonyok feltarasara (Rannala és Yang, 2008; Lemmon és Lemmon,
2013; McCormack és mitsai., 2013), ahogy azt mar kimutattdk a Salvia
nemzetségben (Kriebel €s mtsai., 2019). Az RRL modszerek a koltségek, és a
befektetett munka szempontjabol is hatékony megkozelitések a nem
modellszervezetek nagy felbontdsti genomi adatainak eldallitasara (Davey és
mtsai., 2011), amelyek jellemzéen tobb ezer SNP-et szolgaltatnak
filogenomikai vizsgalatokhoz (Leaché és Oaks, 2017). Az RRL megkdzelitések
koziil az egyik leghatékonyabb mddszer a RADseq, amelyet eredetileg az RRL
megkozelitések egy valtozataként tartottak szamon (Miller és mtsai., 2007,
Baird és mtsai., 2008), de az elnevezést nemrégiben tagabb értelemben kezdték
el alkalmazni, melyben minden olyan RRL mddszert magaban foglal, amely
restrikcidos enzimeket haszndl a genomban talalhatdé lokuszok tjgeneracios
szekvenalashoz vald kivalasztasdra (Andrews és mitsai., 2016). A RADseq
eredeti valtozata (més néven sdRAD, lasd Rivera-Colén és mtsai., 2021) egy
hatékony és megbizhatd modszer Puritz és mtsai., 2014; Rochette és mtsai.,
2019), amelyet sikeresen alkalmaztak a kozelmultban elvalt taxonok kozotti
evolucids kapcsolatok tisztdzasdra (Etter és mtsai.,, 2012; Reitzel és mtsai.,
2013; Hipp és mtsai., 2014; Tripp és mtsai., 2017; Bateman és mtsai., 2018;
Paetzold és mtsai., 2019; Sramké és mtsai., 2019; Karbstein és mtsai., 2020).
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Az adatelemzési modszerekben elért Ujitasok tobb szempontbol eldémozditottak
a RADseq adatok elemzését, tobbek kozott a faji szintli lehatarolas (Leaché és
mtsai., 2014; Pante és mtsai., 2015) ¢€s a fajok elvalasi idejének SNP-adatokbol

torténd becslésének kifejlesztésével (Stange €s mtsai., 2018).

A Dobrudzséban (a ,,Scythia Minor” vagy ,,Kis-Szkitia” néven ismert
torténelmi régio, amely a mai Délkelet-Romaniat és FEszakkelet-Bulgariat
foglalja magéaba) végzett terepmunkank sordn, amelyet a pontuszi sztyepp zéna
részeként kiterjedt flives él6helyek jellemeznek (lasd Kajtoch és mtsai., 2016: 1.
abra), talaltunk egy Salvia taxont, amely habitusaban hasonlit az osztrdk
zsalydhoz  (S. austriaca Jacq.), de alapjaiban eltér6 emeldszerkezet
mechanizmussal rendelkezik (9. &bra). Ez a szokatlan alak a beporz6 rovar
hatéara helyezi a viragport, a porzok fiiggéleges elmozdulasaval (a tovabbiakban
»fuggdleges porzoallasu Salvia alak, vagy Salvia FVPD — Form With Vertical
Pollen Deposition™), mig a S. austriaca s.s. a rovar potrohanak oldalara helyezi
a pollent, megkozelitdleg vizszintes billend mozgast végezve (azaz vizszintes

porzoallas).
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9. dbra Salvia austriaca (A) és az altalunk terepen megfigyelt fliggéleges porzoallasu
Salvia alak (Salvia FVPD) (B).

Az osztrak zsdlydhoz hasonlo, vizszintes porzoallds figyelhetd meg
feltételezett kozeli rokona, a Salvia staminea Montbret & Aucher ex Benth. [=
Salvia armeniaca (Bordz.) Grossh.] esetében is, amelynek elterjedési teriilete
Kelet-Torokorszag, Iran és a Transzkaukdzus szaraz hegyi sztyeppéire terjed ki
(Pobedimova, 1954; Hedge, 1982; Galstyan, 2021). A fenti forrdsok szerint
mindéssze ez a két faj képviseli az  Austriacae Pobed. fajsort
(Plethiosphace Benth. fajcsoport, Sclarea (Moench) Benth. alnemzetség). Ezzel
szemben (Bentham, 1848), majd Menithkiy, (1987) mas jellegek alapjan a
S. austriacat a Plethiosphace , a S. stamineat pedig az Aethiopis Benth.
fajcsoportba sorolta. Tekintettel a porzok emeldszerkezet mechanizmusénak
kiemelt jelentdségére a Salvia nemzetségben megfigyelhetd fajképzddési
folyamatokban (ClaBen-Bockhoff és mtsai., 2003, 2004; Will és ClaBen-
Bockhoff, 2017), a Salvia FVPD taxonomiai hovatartozasdt a kovetkezo
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kérdések vizsgalataval teszteltiik: (i) mik a Salvia FVPD elterjedésének
foldrajzi hatérai; (i1) mennyire alland6 a S. austriaca és a Salvia FVPD kozotti,
viragmorfologidban megfigyelhetd kiilonbség a; és (ii1) mi a genetikai viszony a
S. austriaca és a Salvia FVPD taxonok ko6zott az sdARAD modszerbdl szarmazo
genomi adatokon végzett Bayes-faktor alapti faji szintli lehatarold elemzés
eredményének fényében. Megvitatjuk tovabba a Salvia FVPD és a Nydrady,
(1942) altal Délkelet-Romaniabol leirt

Salvia austriaca Jacq. var. perlanata Nyar. kdzotti kapcsolatot.
2.4.2. Anyag és modszer

Az elterjedési adatok gylijtése

A viragok torékeny makrostrukturait gyakran lehetetlen herbariumi
példanyokon vizsgalni, mivel a préselés gyakran eltiinteti, vagy megvaltoztatja
ezek térbeli elhelyezkedését (Chen €s mtsai., 2018). Tekintettel a Salvia virdgok
torékenységére, az eléfordulasi adatok gylijtését olyan nyilvanos adatbéazisokra
korlatoztuk, amelyek az el6fordulasi adatok mellett a novényekrdl késziilt

fotokat is tartalmazzak. Ennek érdekében globalis (www.inaturalist.org; elérés:

2021. november) és lokalis (www.botanikaiforum.com; www.naturgucker.de;

www.plantarium.ru; elérés: 2021. november) képtarakat vizsgaltunk at.

S. austriaca néven regisztralt példanyokrdol kerestiink kozeli képeket, és
ellendriztik az emeldszerkezet mechanizmus tipusat, azaz, hogy a porzok
fiiggdleges vagy vizszintes iranyban nyulnak ki a viragbdl. Egy adott fotot csak
akkor vettiink figyelembe, ha az rendelkezett georeferalt elterjedési adatokkal,
illetve ha a porzo6 felso csatldjanak pozicidja egyértelmiien azonosithato volt. A
nagy  pontossaggal  lokalizdlhatdé  megfigyeléseket — Osszegylijtottik,
georeferdltuk, ¢és a QGIS v.3.4 programban (www.qgis.org) térképet
készitettlink beldliik. Az egyes megfigyelések foldrajzi koordinatait 1lasd a 20.
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Fiiggelékben. A sztyeppdvezet kiterjedését a térképiinkon (Lavrenko és mtsai.,
1991) alapjan jeloltiik.

Mintavétel a morfometriai vizsgalatokhoz

A morfoldgiai méréseket 6sszesen 64 ¢l6 Salvia példanyon végeztiik: 35
Salvia FVPD példanyrol (nyolc romaniai és egy ukrajnai populdciobol) és 29
S. austriaca példanyrol (hat romaniai és harom magyarorszagi populaciobol)
(10. abra). Az egyes vizsgalt populaciok egymastol tobb mint 1 km tavolsagra
helyezkedtek el, és valamilyen foldrajzi akadaly, példaul kiterjedt erdd, folyo
vagy t6 valasztotta el 6ket egymastol.

E 5

Taxon

B Salvia austriaca

[ salvia FvPD

Adatsor
A @ Genetikai
0" 5 10 km i M Genetikai és morfometriai
- e b 4 Morfometriai

10. abra A: A mintazott Salvia populaciok teriileti eloszlasa. A vizsgalt teriiletet piros
szinnel van kiemelve Eurdpa térképén (B), valamint az erdélyi (C) és a dobrudzsai (D)
lelohelyek kinagyitva.

Minden példanyon négy vegetativ tulajdonsagot mértiink: a szar

magassagat, a szarlevél-parok szadmat, és a tdlevelek levéllemezének ¢és
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levélnyelének hosszat. Ezen feliill minden példanyrol egy és hat kozotti viragot
gyljtottiink, amelyeket a helyszinen milliméterpapiron fotoztuk. Ezt kdvetden a
viragokbdl kivagtuk a porzokat, és ezeket is milliméterpapirra helyezve
lefotéztuk. A digitalizalt anyagon az ImagelJ (Rueden és mtsai., 2017) szoftver
segitségével hat kvantitiv jelleget mértiink (a tulajdonsagokat (Thimm,
2008) alapjan valasztottuk ki): az abaxidlis csatld hossza, a csatld tove és a
portokok kozdtti tavolsag, az adaxidlis csatld hossza (11. dbra), a virag hossza, a

virag magassaga, €s a csésze hossza.

& \ theca

filament

(©) \ k

11. abra Mért kvantitativ viragjellegek: az abaxialis csatld hossza (a), a porzoszal
csucsa ¢€s a portok kozotti tavolsag (b), az adaxidlis csatld hossza (¢). Theca: portok;
filament: porzo6szal. Fotd: Gabriel Gigea; utdbmunka: Matis Attila.

A morfometriai adatok statisztikai elemzése

A S. austriaca és a Salvia FVPD kozott a vegetativ jellegeket linedris
modellek segtlitségével hasonlitottuk Gssze, kivéve a szarlevelek szamat, ahol
altalanositott linearis modellt hasznaltunk. A virdg jellegeket linearis kevert

modellek segitségével hasonlitottuk Ossze. Minden jelleghez kiilon modellt
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épitettiink, melyekben a jelleget fliggd valtozoként, a taxont magyardzé
valtozoként, a mintdzott egyedet pedig véletlen hatasként szerepeltettiik. A
linearis kevert modelleket az /me4 csomag Imer fiiggvényével futtattuk (Bates
¢s mtsai., 2015). A modellépitést a modell validalasa kovette a rezidualisok
normdl eloszldsdnak és homogenitdsdnak vizsgalataval. A S. austriaca és a
Salvia FVPD kozotti, tobb jellegben megfigyelhetd morfologiai kiilonbség
szemléltetésére hat virag jellegen fokomponens-elemzést (PCA) végeztiink,
csak azokon az egyedeken, amelyeknél ezekben a jellegekben nem volt hidnyzé
adat, majd az egyedeket az els6 két fékomponens-tengelyen abrazoltuk a
factoextra (Kassambara ¢és Mundt, 2019) ¢és a FactoMineR (Le és mtsai.,
2008) csomagok segitségével. A PCA diagramokat a ggplot2 (Wickham, 2016)
csomag segitségével készitettilk. Minden statisztikai elemzést az R v.3.6.0

kornyezetben végeztiink (R Core Team, 2019).

DNS kivonds, szekvenalas és variacid analizis (SNP callin

A genetikai elemzésekhez a Salvia FVPD négy, és a S. austriaca harom

populacigjabol gyljtottiink mintdkat (10. dbra, 21. Filiggelék). A bokolo zsalya

crer

crer

kiilcsoportként hasznaltuk fel, azért, hogy a segitségiikkel a céltaxonjaink
kozotti, és ezen széles korben elfogadott, faji szinten elkiilonitett taxonok
kozotti filogenetikai tavolsagot dsszehasonlitsuk. Minden populécio egy, vagy
két egyedének levelébdl vettiink mintat terepen, melyeket szilikagélben
széritottuk és taroltuk. A szilikagélben szaritott mintdkbdl a genomi DNS-t az
E.ZN.A. Plant DNA DS Mini Kit (Omega Bio-tek, Inc., GA, USA)

segitségével vontuk ki. A genomi DNS kivonatok mindségét 1%-os agardz
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gélen ellendriztiik, és mennyiségét Qubit 3.0 fluorométerrel (ThermoFisher

Scientific, Inc., MA, USA) mértiik meg.

A RADseq konyvtar készitésénél Paun és mtsai., (2016) és Bateman ¢és
mtsai., (2018) altal leirt protokollt kovettiik. A Salvia fajok viszonylag kis
genomméretére vald tekintettel (Leitch és mitsai., 2019) a kezdeti restrikcios
emésztési 1épésben egyedenként 210 ng DNS-t hasznaltunk a relative gyakran
hasité Pstl enzimmel (New England Biolabs, USA). A P1 adapterekkel ligalt
DNS fragmenteket Bioruptor Pico (Diagenode, Belgium) berendezéssel
szonikaltuk 6t cikluson keresztiil, 30 s ,,be”, 30 s ,ki” allapotban, nagy
teljesitményre beallitva. A kész konyvtarat az UD-GenoMed Medical Genomic
Technologies Ltd. (Magyarorszag) segitségével szekvenaltattuk Illumina
NextSeq platformon, 150 bp-os egyiranyt (single end) olvasatokat ad6 ,,mid-

output” kit segitségével.

Az olvasatokat a STACKS v.2.2 szoftver ,process radtags”
folyamatrendszer segitségével demultiplexaltuk és sziirtiik (Catchen és mtsai.,
2011). A demultiplexalas és szlirés utdn egyedenként atlagosan 1,05 millié
(szoras=0,29) olvasat maradt. Az olvasatokat ezutan a
Salvia splendens Ker Gawl. (Dong ¢és mtsai.,, 2018) genomjara illesztettiik a
BWA v.0.7.12 (Li és Durbin, 2009) program segitségével, alapértelmezett
beallitasok mellett. Az illesztett olvasatokat a ,,ref map.pl” szkript segitségével
dolgoztuk fel, és a STACKS v.2.2 program ,populations” moduljaval
lokuszonként egy véletlenszertien kivalasztott SNP-et exportaltunk. Végiil a
VCFtools v.0.1.13 (Danecek és mtsai., 2011) segitségével csak azokat az SNP-
eket tartottuk meg, amelyek az egyedek legalabb 80%-aban megtaldlhatok
voltak, igy 6sszesen 2911 fiiggetlen SNP-et kaptunk.
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Filogenomikai elemzés, faji szintii lehatarolds és az elvélési id6k becslése

A mintaink kozotti filogenetikai €és rendszertani kapcsolatokat harom
megkozelitéssel vizsgaltuk: (1) ML filogenetikai torzsfat rekonstrudltunk a
RaxML v.8.2.12 szoftverrel (Stamatakis, 2006); (2) tobbvaltozos elemzéssel
vizsgaltuk a mintdk kozott megfigyelhetd genetikai struktarat az adegenet R-
csomagban alkalmazott DAPC révén ; (3) Bayes-faktor alapt faji lehatarolast
(BFD) végeztiink (Leaché és mtsai.,, 2014) a BEAST v.2.5.0 programban
(Bouckaert ¢és mitsai., 2014) taldlhatd6 SNAPP v.1.4.2 (Bryant és mtsai.,
2012) csomag segitségével; és szintén a SNAPP-ben, koaleszcencia alapu,
datalt torzsfat rekonstrudltunk. Mivel az ML mddszerrel a genomban elszoértan
talalhatd SNP-eket csak az ,,ascertainment bias correction” beallitas mellett
lehet hasznalni, az R-ben talalhato phrynomics csomag
(https://github.com/bbanbury/phrynomics.git; letdltve: 2020. januar 11.)
segitségével eltavolitottuk az invarians SNP-eket az adatsorbol (1884 SNP-et
tartottunk meg). A RaxML elemzést ezen az adathalmazon futtattuk le a
GTR+CAT molekularis evolicios modell és a -V opcid alkalmazasaval
(Stamatakis, 2006). A kapott filogenetikai torzsfa tdmogatottsagat nem
parametrikus bootstrap modszerrel vizsgaltuk, a RaxML automatikus

beallitasanak hasznalataval (azaz a BS Iépéseket konvergalasig folytattuk).

A K-kozép klaszterelemzést és a DAPC-t a genetikai struktarara
feltarasara hasznaltuk, annak érdekében, hogy a priori csoportokat hatarozzunk
meg a késObbi elemzésekhez. A K-kozép klaszterelemzéshez az 0Osszes
fokomponens-tengelyt hasznaltuk, és a legalacsonyabb BIC pontszamot elérd
négy csoportositdst (K=4-7) valasztottuk ki. A DAPC elemzésbe a-

pontszdmokbdl kovetkeztetve csak az elsé négy fokomponenst vontuk be, hogy
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elkeriiljik a talilleszkedést, majd az els6 két diszkriminancia fliggvényt

tartottuk meg.

Ezutan a ,,S. austriaca csoporton” (azaz a S. austriaca s.s.-n ¢€s a
Salvia FVPD-n) beliili faji szintli elkiilonités modelljeit hasonlitottuk Gssze a
BFD modszerrel. A nullmodelliinkben a ,,S. austriaca csoporton” beliil a két
morfologiai csoportba tartozo Osszes egyedet ugyanannak a fajnak tekintettiik,
mig az alternativ modellben a két morfologiai csoportot kiilon fajnak vettiik.
Osszesen négy ,path sampling” elemzést futtattunk le, két-két fiiggetlen
ismétlést mind a null-, mind az alternativ modellel, 0=0,3 alkalmazasaval, 200
000 MCMC ismétlésen keresztiil, 20%-os burn-in, 10 000 pre-burn-in, és
futasonként 100 1épéssel. Az alternativ modellekhez kiszamitottuk a Bayes-
faktort (2/nBF) a becsiilt marginalis valoszintiség értékekbdl (InMLE), és

leirasa alapjan 6sszehasonlitottuk dket a nullmodellekkel.

A datélt torzsfa rekonstrukciohoz a SNAPP-et a Stange ¢és mitsai.
(2018) altal leirt beallitdsokat alkalmazva futtattuk le. Két 1 000 000 iteraciobol
allo futtatast végeztiink, minden 500. utdn mintat véve. A SNAPP bemeneti
fajljainak létrehozdsahoz M. Matschiner ,,snapp prep.rb” Ruby szkriptjét
hasznaltuk (https://github.com/mmatschiner/snapp prep, letoltve: 2020. januar
5.). A masodlagos datdlashoz a torzsfa gyokerére normal eloszlast priort
helyeztiink, melynek atlaga a Kriebel ¢és mtsai. (2019) altal becsiilt, a
S. austriaca, S. nutans €s S. pratensis legkozelebbi kozos 6sének ideje alapjan
3,88 millid (offset=0,2, szoras=1) évvel ezelbttre esik. Az Gsszes SNAPP
elemzés konvergencidjat a Tracer v.1.6 szoftverben (Rambaut ¢s Drummond,

2013) az ESS értékek és nyomvonal-diagramok (trace plot) alapjan értékeltiik.

79



2.4.3. Eredmények

A Salvia austriaca csoport taxonjainak elterjedése

A S. austriaca csoport (S. austriaca és Salvia FVPD) taxonjair6l gyiijtott
eléfordulasi adataink a két alak hatarozott, 6koldgiai és foldrajzi, szinte teljesen
vikarians elterjedését mutatjadk (12. abra). A fotds adatbazisokban valtozo

aranyu volt az azonosithaté fotok aranya ((www.inaturalist.org: 71/88;

www.botanikaiforum.com: 4/31; www.naturgucker.de: 9/26;

www.plantarium.ru: 16/42), bar ez annak is koOszonhetd, hogy sokszor
populdcionként tobb fotd is szerepel, melyek kdziil nem mind volt azonosithato,
de az megallapithat6 volt, hogy melyik taxon alkotja az adott populéciot. Fontos
tovabbd megjegyezni, hogy az itt ismertetett elterjedési mintazattol tavolabbi
(pl. a Don-tdl keletre talalhatd) adatrdl nincs tudomasunk. A fotods adatbazisokra
épilé felmérés alapjan a vizszintes porzodllasi taxon (vagyis a
Salvia austriaca s.s.) a Karpat-medencében, a Pontuszi sztyeppen, a Krim
délkeleti részén ¢és a Balkan erdds sztyepp zonajaban fordul eld, mig a
Salvia FVPD elterjedése a Lavrenko ¢és mtsai.,, (1991) altal leirt Pontuszi
sztyepp rovidfivlii (valodi sztyepp) zoéndjara korlatozodik, bar ezeket az
elterjedéseket részletes terepi vizsgalatok még pontosithatjdk. A Salvia FVPD
legnyugatibb  eléfordulasai  Eszak-Bulgaridban talalhatéak  (Bozhurluka
telepiilés kozelébdl), mig a legkeletibb eléforduldsai az oroszorszagi Rosztov

mellett.
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Salvia FVPD Salvia austriaca Biomok és 6korégiok
@ terepi megfigyelés O terepi megfigyelés I Eurazsiai erdés sztyepp
4 online adatbazis <> online adatbézis [] Eurazsiai valédi sztyepp

[] Pannon erdés sztyepp

B Krimi szubmediterran erdé

12. abra A Salvia FVPD és Salvia austriaca elterjedése. A sztyeppdvezet lehatarolasa
Lavrenko és mtsai. (1991) szerint tortént. A krimi szubmediterran erdei 6korégiod
lehatarolasa Olson ¢és mtsai., (2001) szerint tortént. Az egyes megfigyelések foldrajzi
koordinatai megtalalhatoak a 20. Fiiggelékben.

A Salvia austriaca és a Salvia FVPD morfoldgiai eltérései

A mintak feldolgozasa sordn néhany egyednél csokevényes, megrovidiilt
abaxidlis csatlokat figyeltiink meg, ami arra utal, hogy a Salvia FVPD-ben egy
dimorf ivaros rendszer (gynodioecizmus) alakulhat ki, amelyben egy egyeden
kétivara vagy kizardlag ndivaru virdgok lehetnek. Ez a jelenség ismert a
S. austriaca és a S. pratensis fajokban is (Kaul, 1988; Zhang és Clallen-
Bockhoff, 2019). A kvantitiv virdgjellegek mérését csak kétivara viragokon
végeztik. A linearis kevert modellek eredményei alapjan a hat vizsgalt
viragjelleg koziil 6t kiillonbozott szignifikansan a két taxon kozott: a csésze
hossza (y*=34,70, p<0,0001), a virag magassaga (x=6,18, p=0,0129), a virag
hossza (¥*=107,64, p<0,0001), az abaxialis csatld hossza (3*=269,67, p<0.0001)
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és az adaxialis csatlo hossza (*=10,25, p=0,0014) nagyobb értékeket vett fel a
Salvia FVPD esetében, mint a S. austriaca s.s. esetében (10. tablazat). Ezzel
szemben a vegetativ jellegek koziil csak a szarlevelek szama volt marginalisan
szignifikdnsan nagyobb a Salvia FVPD esetében. A tobbi vegetativ jellegben
nem volt szignifikdns kiilonbség a két taxon kozott (ezen adatokat nem

részletezziik).

10. tablazat Virag- és vegetativ jellegek morfometriai adatai a Salvia austriaca (N=29)
és a Salvia FVPD (N=35) esetében (ch — virdg magassaga, cl — virdg hossza, cal —
csésze hossza, a — abaxialis csatlé hossza, b — a porzoszal cslicsa és a portok kozotti
tavolsag, ¢ — az adaxialis csatlo hossza, sth — a szar magassaga, stlp — szarlevél-parok
szama, Ipet — a t6levél nyelének hossza, lobl — a t6levél lemezének hossza). * — a
mérések kozotti szignifikans kiilonbségeket jelzi (p<0,05).

Valtozo Salvia austriaca Salvia FVPD
Virdgjelleg értékek mm-ben értékek mm-ben

(6,24) 10,69+0,55 (17) (8,36) 12,38+0,54 (21,33)
ch

(14,27) 17,7+0,26 (20,4) (19) 22,75+0,4 (26,34)
cl*

(12,79) 14,44+0,22 (17,23) (16,04) 20,71+0,31 (24)
a*

(11,25) 14,06+0,35 (18,57) (9,69) 13,69+0,39 (18,27)
b

(2,15) 2,72+0,07 (3,54) (2,23) 3,06+0,09 (4,04)
c*

(7,4) 8,22+0,15 (9,86) (8,05) 9,54+0,15 (10,82)
cal*
Vegetativ jelleg értékek cm-ben, Kkivéve stlp értékek cm-ben, Kivéve stlp

(24) 56,23+£2,27 (79) (8) 61,2+3,65 (104)
sth

(1) 1,53+0,14 (3) (1) 1,69+0,09 (3)
stlp

(1,8) 3,67+0,32 (7,5) (1) 4,46+0,44 (12)
Ipet

(5,2) 11,61£0,53 (14,5) (8,5) 13,83+0,77 (25)
lobl

A szamértékek az alabbiakat jelentik: (minimum) atlag +
standard hiba (maximum)

A PCA-ban a virdgjellegek teljes variancidjanak Osszesen 74,6%-at

magyarazta az elsé két fokomponens-tengely (PC1 - 54,0%, PC2 - 20,6%). A
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két taxon azonban csak az elsd fOkomponens-tengely mentén kiilonilt el

egymastol (13. 4bra).

Taxon

|E| Salvia austriaca
[A] satvia FvpD

1
1
1
1
|
1
] | '
25 0.0 25

PC1 (54%)

13. abra Sal/via mintak fékomponens elemzése hat kvantitativ viragjelleg alapjan, PCA
biploton megjelenitve. A nyilak az egyes jellegek stlyat €s iranyat jelolik. A nagy kor
és haromszog a pontfelhék centroidjat jeloli, az ellipszisek pedig a 95%-o0s
konfidencia-szintet. (PC1 — elsé fékomponens, PC2 — masodik fékomponens, piros
haromszég — Salvia austriaca (N=16), kék kor — Salvia FVPD (N=26), ch — virag
magassaga, cl — virdg hossza, cal — csésze hossza, a — abaxialis csatldo hossza, b — a
porzoszal csucsa és a portok kozotti tdvolsag, ¢ — az adaxialis csatlo hossza).

Filogenomika, faji szintii lehatarolas és az elvalasi idok becslése

A fiiggetlen, genomi SNP-eken alapulo ML filogenetikai elemzéssel egy
jo felbontast ado torzstat kaptunk (14.A,B ébra), melyet altalanosan magas BS
értekek jellemeznek. Az azonos a priori taxonba sorolt mintdk erdsen
tamogatott (BS=100), monofiletikus csoportokat alkottak, de ezen klddokon

beliili elvalasok néhany esetben csak mérsékelt tamogatottsdggal birtak (azaz
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BS<70). A torzsfan a ,,S. austriaca csoport” a leghosszabb 4g mentén, erds
tdmogatottsag mellett kiiloniil el a tobbi mintatdl (az a priori kiilcsoporttdl)
(14.A abra). Ez utobbi kladon beliil a S. nutans testvércsoportja a S. pratensis és

a S. nemorosa altal alkotott kladnak.
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C Poszterior besorolasi val6szinliség
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14. abra A vizsgilt taxonok kozotti filogenetikai kapcsolatok. A: ML filogram. A
fekete pontok és a vastag agak a tamogatottsagot jelzik (BS>70), a vékony szagatott
agak az ez alatti BS értékeket jelolik. A legelso elagazas két agat lerdviditettiik az dbra
méretének csokkentése érdekében. B: Az ML filogram eredeti aghosszokkal. C: Négy
fokoordinata elsd két diszkriminancia analizise alapjan szamitott poszterior besorolasi
valészinliségek, k-atlagok klaszterezésbdl szarmazo a  priori  csoportositas
alkalmazasaval K=5-nél. Az egyedek sorrendje a filogenetikai fa csticsainak sorrendjét
koveti. Az egyed azonositdjanak eleje a taxonra utal: per — Salvia FVPD; aus —
S. austriaca s.s.; prat — S. pratensis; nemo — S. nemorosa; nut — S. nutans. Fotok: Loki
V., Matis A., Sramkoé G., P. Volkova.
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A koaleszcencia-elemzésen alapul6 fajfa rekonstrukcid (15. dbra) az ML
torzsfaval teljesen egyezd topologiat eredményezett, ahol a ,,S. austriaca
csoport” €s a S. nutans, S. pratensis ¢€s S. nemorosa altal alkotott kladok
testvércsoportok. A kovetkezd elvalast a S. nutans képviseli az utdébbi klddon
beliil, amely a gyokérhez viszonyitva sokkal recensebb, a k6zépso pliocén soran
valt el a masik két fajt tartalmazo kladtol. Az idérendben ezt kdvetd elvalast a
9. austriaca csoport” két taxonjanak elvaldsa képviseli, amelyet a S. nemorosa
és a S. pratensis kozotti elagazas kovet. A torzsfan minden elagazas teljes
mértékben tdmogatott (PP=1,0). A molekularis datdlés alapjan a S. austriaca s.s.
¢és a Salvia FVPD 197 ezer éve (95%-os konfidenciaintervallum (CI): 302000—
87000 év) valtak el (15. abra).

r Salvia FVPD
L Salvia austriaca

Salvia pratensis

Salvia nemorosa

Salvia nutans

Zanclai Piacenzai Gelasi Calabriai Chibani ‘g" £
korszak korszak korszak korszak korszak é S
©
Pliocén Pleisztocén *
Neogén Negyedidészak
T T T T T T T
4 3.5 3 2.5 2 1.5 1 0.5 a

15. abra A vizsgalt Salvia taxonok datalt fajfdja a SNAPP altal generalt legjobb faji
szintQi lehataroldsi modell alapjan. A kék savok 95%-os konfidenciaintervallumokat
jelolnek. Az x tengelyen az elvalasok ideje millié években van feltiintetve.
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A DAPC elemzés soran a legalacsonyabb BIC pontszdmokat az 5-7
csoportot tartalmazé modellek érték el (22. Fiiggelék). Ot csoportra vald
felosztas (K=5) esetén minden egyed maximalis tdmogatottsaggal a fajanak
megfeleld csoportba keriilt besorolasra, ugy, hogy a S. austriacas.s. és a
Salvia FVPD is kiilon csoportot alkottak (14.C &bra). Erdekes modon az
egyedeket 6tnél tobb csoportba sorold modellek a S. nemorosa és a S. pratensis
egyedeket soroltak tobb kisebb csoportba, mig a ,,S. austriaca csoport” egyedei
altal alkotott csoportokat nem osztottak fel (23. Fiiggelék). Hasonldképpen,
K=4 felosztas esetén a S. nemorosa és a S. pratensis keriil 6sszevonasra, mig a
S. austriaca s.s. és a Salvia FVPD tovéabbra is kiilon csoportot alkot (23.

Fiiggelék).

A BFD elemzésben az alternativ modell volt tdmogatott, amely a
S. austriaca s.s. és a Salvia FVPD-t kiilonallo egységeknek tekintette. A
nullmodell, amely a ,,S. austriaca csoporton” beliili 6sszes egyedet egy fajba
sorolja (S. austriaca s.1.), mindkét ismétlésben rosszabbul teljesitett, a két
ismétlés kozott 348,67 atlagu BF értékekkel az alternativ modell javara (11.
tablazat). Ez (Kass és Raftery, 1995) alapjan dontd erejii kiillonbség. A modellek
kozotti atlagos ESS 336,34 volt (szoras=200,74), ami azt jelenti, hogy az

MCMC ismétlések szdma elegendd volt a konvergencia eléréséhez.

két alternativ faji szintli lehatarolasi hipotézishez: a Salvia austriaca és a Salvia FVPD
egyedek egy fajba (S. austriaca s.1.) vald csoportositasa vagy két fajra valo felosztasuk.
Mindkét hipotézishez két fiiggetlen elemzést futtattuk le (1. és 2. ismétlés).

Ism. Hipotézis InMLE 2[mBF
1 faj: nemorosa, pratensis, nutans, austriaca s. 1. -17754,2 -

2 faj: nemorosa, pratensis, nutans, austriaca, FVPD -17686,4 135,6
1 faj: nemorosa, pratensis, nutans, austriaca s. l. -17968,3 -
2 faj: nemorosa, pratensis, nutans, austriaca, FVPD -17687,5 561,7

N N = =
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2.4.4. Diszkusszio

A Salvia austriaca csoport taxonjainak elterjedése

Adataink arra utalnak, hogy a két alak egyaltalan nem fordul eld
szimpatrikusan (12. dbra), mely alapjan valdszinisitjiik a két taxon dkologiai és
foldrajzi elkiiloniilését. Nagyon valdszinii, hogy ezen taxonok a kozelmultban
1zolalodtak, ¢és kiilonbozé okologiai koriilményekhez adaptalodhadtak. Ezeket
az Okoldgiai koriilményeket a nedvesebb erdds sztyepp €s a szdrazabb valddi
sztyepp eltérd éghajlati viszonyai hatarozhatjdk meg (Erdds és mitsai., 2018).
Mindazonaltal azt is meg kell jegyezniink, hogy a mezei zséalya (S. pratensis),
ami egy fiiggéleges porzdallast, és az altalunk vizsgalt fajokhoz nagyon
hasonl6é viragmérettel rendelkezd faj, szinte egyaltalan nem fordul el6 a valodi
sztyeppzénaban (Meusel és Jager, 1992). Mindezek miatt nem zarhatjuk ki a
fajok kozotti, beporzokért valod versengés szerepét a vizsgalt taxonok jelenlegi

elterjedésének kialakulasaban.

Bar a Salvia FVPD-hez tartoz6 legnyugatibb megfigyelésiink (Bulgéria:
Bozhurluka) Lavrenko és mtsai. (1991) alapjan az erdds sztyepp-zonan beliil
talalhato, ez a lelohely szdmos, a valddi sztyeppzonara jellemzd fajnak ad
otthont (pl. Paeonia tenuifolia L., S. nutans, Adonis volgensis Stev. stb.;
személyes megfigyelés), igy ez a valddi sztyeppzona extrazonalis enklavéjanak
tekinthetd. A legkeletibb megfigyelés (Oroszorszdg: Rosztov) a valodi
sztyeppzonan beliil helyezkedik el, ami északkelet felé terjeszkedik tovabb. Az
alkalmas ¢l6helyek eldfordulasat tekintve nem zarhatjuk ki teljesen, hogy a
Salvia FVPD elterjedési teriilete tovabb terjed kelet felé. Elterjedése azonban,
jelenlegi ismereteink szerint, a pontuszi sztyeppe valddi sztyeppzondjara

korlatozodik.
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Rendkiviil érdekesek a S. austriaca s.s. megfigyelései a Krim-félsziget
délkeleti részérdl, ahol szubmediterran éghajlat és vegetacio uralkodik , ami a
két taxon kozott megtigyelhetd, erds okolodgiai differencidlodast tdmasztja ala.
Meg kell jegyezniink ugyanakkor, hogy az elterjedési teriilet ezen részébdl nem
gyljtottiink genetikai mintat, ami megkérddjelezi a Krim-félszigeten eléforduld
vizszintes emeldszerkezet mechanizmussal rendelkezé Salvia alak és a
S. austriaca s.s. egyezdségét, mindazonaltal a viragok morfologidja nem szol a

két arearészletben eléforduld populaciok konspecificitasa ellen.

Ha valoban mindkét arearészletben a S. austriaca s.s. fordul eld, ezen
diszkontinuitas eredete az Eem-interglacialis (130-115 ezer év; (Dahl-Jensen és
mtsai., 2013) melegebb ¢és csapadékosabb iddszakaira vagy a holocén
klimaoptimumra (7-8 ezer év) tehetd. Amint azt tobb szerzd is kimutatta
(Conea, 1970; Ghenea és Radan, 1993; Van Andel, 1996; Markova, 2000;
Tomescu, 2000; Lindner és mtsai., 2004; Magyari €s mtsai., 2010; Timar-Gabor
¢s mtsai., 2011; Balescu és mtsai., 2020), ezekben az iddszakokban a Krim-
félsziget és Kozép-Europa kozott folytonos erdds sztyepp éldhelyek teriiltek el,
ami arra utal, hogy a S. austriaca s.s. a Krim-félszigeten eléfordulod populécioja

refugialis eredetii, mely allapot akar 115 ezer éve fennallhat.

A Salvia austriaca s.s. és a Salvia FVPD. k6zotti morfologiai kiilonbségek

A morfometriai elemzések szamos statisztikailag szignifikans kiillonbséget
mutattak ki a két taxon morfoldgidjaban, tobb karakter alapjan: a csésze hossza,
a viragmagassaga, a virag hossza, az abaxialis csatlo hossza, az adaxialis csatlo
hossza, ¢és a szarlevelek szama kisebb a S. austriaca s.s. esetében, mig a legtobb
vegetativ jelleg kozott nem mutattunk ki kiilonbséget. Ez a viragjellegekre hato

erds szelekcid 1étére utal, ami a két taxon elvalasanak f6 mozgatorugoja lehet.
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Filogenomika, faji szint{i lehatdrolds és az elvalasi idok becslése

Egy hatékony genomikai megkozelités, a RADseq (Andrews és mtsai.,
2016) felhasznalasaval kapott filogenomikai eredményeink vilagos képet adnak
a vizsgalt Salvia taxonok kozotti kapcsolatokrél. Minden a priori meghatarozott
taxon monofiletikus egységet alkotott az ML torzsfan (14.A,B abra), ami
indokolja a fajfa rekonstrukcidhoz vald Osszevonasukat (15. abra). Ezen
talmenden azt is jol demonstralja, hogy a genomikai megkozelités mennyire
sikeres lehet a recensen elvalt, kozelrokon taxonok kozotti filogenetikai
kapcsolatok feloldasaban: mig a sejtmagi és plasztisz szekvencidkon alapulo
filogenetikai elemzésekben (Walker és Sytsma, 2007; Takano ¢s Okada, 2011;
Jenks és mtsai., 2013; Li és mtsai., 2013; Walker és mtsai., 2015; Will és
ClaBen-Bockhoff, 2017; Hu ¢és mtsai., 2018) csak a Salvia nemzetség 0
leszdrmazéasi vonalai kozotti felbontast tudtdk elérni, mi a RADseq

felhasznalasaval faji szinten jol felbontott torzsfat rekonstrudltunk.

A genetikai struktara tobbvaltozos elemzésének (DAPC) eredménye
tiikrozi ezt a megallapitast, mivel ugyanannyi csoportot talalt, mint ahdnyat a
mintdink a priori besoroldsa sordn megadtunk. Mas csoportositasi modok (tobb,
vagy kevesebb csoportra o0sztds) nem azonositottak csoportokat a
céltaxonjainkon beliil, ami homogén genetikai felépitésiik mellett sz6l. A datalt
fajfa rekonstrukcié eddig nem latott betekintést nyujt a vizsgalt céltaxonjaink
evolucios torténetébe. Kiilondsen érdekes, hogy a céltaxonjaink kozotti elvalas
korabbi idépontra tehetd (197 ezer év), mint a S. nemorosa és a S. pratensis
kozotti elvalas (133 ezer év), amely két, széles korben kiilonallo fajként
elfogadott taxon elvaldsat jeloli. A datilds alapjan a két céltaxon nagy
valdsziniiséggel koriilbeliil 200 000 évvel ezeldtt, nagyjabol az utolsd eldtti
jégkorszak kezdetén valhatott szét, és folytattdk divergens evolucidjukat az

utolso el6tti interglacialis alatt. Ebben az idészakban a sztyepp- ¢€s erdei
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vegetacid valtakozd expanzios-kontrakcios ciklusai (Kajtoch és mtsai.,
2016) biztosithattak a fent leirt 6kologiai és foldrajzi differencialodast eldsegitd
feltételeket.

Végiil, a BFD elemzés teljes mértékben alatdmasztotta a S. austriaca
csoport két taxonjanak (azaz a S. austriaca s.s. és a Salvia FVPD) faji szintli
elkiilonitését. Ezért, az Osszes fenti eredményt figyelembe véve, mind az
okologiai, a foldrajzi, a morfoldgiai, a genetikai aspektusokat, mind az explicit
faji szintli lehatarolas eredményét, a Salvia FVPD-t a tudomany szdmara 1j
fajként irjuk le. Bar a Nyarady (1942) éaltal leirt véltozat
(S. austriaca L. var. perlanata Nyar.) minden valdszintiséggel a Salvia FVPD-t
takarja, 6 nem tesz emlitést a virag radikalisan eltér6 morfologiajardl, kivéve a
csészék eltérd hosszat, melyeket mi is kiilonozének talaltunk. Leirasa foleg a
télevelek és a virag erdteljesebb szOrozottségére koncentralddik. A taxondmiai
szabalyok tiszteletbentartdsa mellett (prioritds elve) nem nevezhetjiik meg ezt
az 1j taxont, melyet a disszertacid alapjaul szolgal6 szakcikkben irunk le, ezért

erre a taxonra a tovabbiakben is Salvia FVPD-ként hivatkozok.

2.4.5. Konkluziok

Elemzéseink feltartak egy Eurdpaban relative nagy elterjedésti Salvia faj
1étezését, amely évszazadokon keresztiil elkeriilte a botanikusok figyelmét.
Nagymértékii hasonldsaga egy gyakori erdds sztyepp fajjal, az osztrak zsalyaval
(S. austriaca), hozzajarulhatott ahhoz, hogy ez a faj ilyen hosszan rejtve tudott
maradni. Elemzéseink azt is kimutattak, hogy ez a két faj, a S. austriaca és a
S. FVPD kozeli rokonok, ¢és csak kb. 200 000 évvel ezelott valtak el egymastol.
Emellett a két faj szinte teljes vikarians elterjedést mutat, az elébbi az erdds
sztyepp zOnara, az utobbi pedig a valddi sztyepp zonara jellemzé. Ugy véljiik,

érdemes ennek a mintdzatnak a taxondmian tilnytlé hatterét elemezni, mivel ez
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némi fényt vethet a Salvia nemzetségben megfigyelheté fajképzddési
mechanizmusok természetére, ¢és betekintést adhat a pontuszi sztyeppe

természetrajzaba.

A zsalydkban a porzd emeldszerkezet mechanizmus a pollentranszfer
nagyobb hatékonysaga érdekében alakulhatott ki, mivel a csatlok alakjanak,
elhelyezését a beporzo testének kiilonbozo részein (ClaBen-Bockhoff és mtsai.,
2003, 2004). A pollentranszfer pontossaganak ilyen moédon valé maximalizalasa
hasonlo6 az Orchidaceae vagy az Asclepiadaceae csaladok pollinium atviteléhez,
amely lehetévé teszi, hogy tobb faj egyazon beporzo fajt hasznalja, mikézben
elkeriilik a hibridizaciét és a kompeticiot (Pauw, 2006). Ez megfelel a
mechanikai izolaci6 “Pedicularis L. tipusanak” (Grant, 1994), ahol a
reproduktiv izolaciot a beporzd testén a pollenelhelyezés helyének
megvaltozasa idézi elé. Igy a porzok emelSkar szerkezete mechanikus
prezigotikus izolacidt biztosithat szimpatrikus Salvia fajok kozott (ClaBen-
Bockhoff és mtsai., 2004), mivel lehetévé teszi, hogy kiilonb6zo, egyszerre

viragzo fajok a keresztezddést elkeriilve osztozzanak ugyanazon a beporzon.

A S. austriaca és a Salvia FVPD kozott megfigyelt kiilonbség mogott
htzo6do fajképzddési mechanizmusra vonatkozodan legaldbb harom alternativ
magyarazat létezik. Mindharom forgatokdnyv azon a megfigyelésen alapul,
hogy mig a S. austriaca gyakran fordul el6 egyiitt a mezei zsalyaval (amelynek
hasonldak a viragmorfologiai jellegei €és Okologiai preferenciadi, de eltéré a
porz6 emeldszerkezet mechanizmusa), a Salvia FVPD a jelek szerint nem

fordul el6 egyiitt a két elébbi faj egyikével sem (12. abra).

Ha a vizszintes porzoallas a pleziomorf allapot a S. austriaca csoportban

(azaz a S. austriaca éltal képviselt alak az Osi allapot), akkor amikor a csoport
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Ose kapcsolatba keriilt a S. pratensisszel, a vizszintes porz6allas fennmaradt, igy
hatékonyan megakadalyozva a hibridizéaciot, és lehetdvé téve a két faj egyiittes
eléfordulasat. Az oOkologiai levalogatodasnak (ecological sorting) nevezett
folyamat soran (pl. Strong ¢és mtsai., 1979; Waser, 1983; Rummel ¢és
Roughgarden, 1985; Armbruster, 1986; Armbruster és mtsai., 1994; Kraft és
mtsai., 2015) a reproduktiv kompeticid a két kompetitor koziil egyet eliminalna
a kozosség formalodasa soran. Ebben az esetben a S. austriaca €s a S. pratensis
egyiittélése azért lehetséges, mert mar a kezdeti érintkezésiik idején
"preadaptalodtak” (a beporzo testének kiillonbozo részeit hasznaljak). Korabban
kimutattak, hogy a fajok kozotti, beporzokért folytatott verseny szerepet jatszik
az Okologiai levalogatodasban példaul a Costus L. (Schemske, 1981), az
Erica L. , a Limnanthes R. Br. (Briscoe Runquist és mtsai., 2016), a Mimulus L.
(Briscoe Runquist és mtsai., 2016) és a Clarkia Pursh. (Briscoe Runquist és
mtsai., 2016; Eisen és Geber, 2018) nemzetségek esetében. A S. pratensis
hidnyaban a szarazabb valddi sztyepp zéndban a S. FVPD 0se masodlagosan
fejlesztette ki a porzok fiiggdleges emelOszerkezet mechanizmusat,
valdsziniisithetéen a szaporodasi interferenciabdl szarmazo evollcidos nyomas
hianya miatt. Ebben a forgatokonyvben azonban azt kell feltételezniink, hogy a
zsdlyakban vagy evoluciosan hatranyos a vizszintes porzo emeldszerkezet
mechanizmus (e stratégia ritkasdga alapjan itélve, talan a pollentranszfer
csOkkent pontossdga vagy az elhelyezett pollen kisebb mennyisége miatt (Van
der Niet és mtsai., 2014), vagy pedig létezett egy rokon faj, amelynek vizszintes

porz6 emeldszerkezet mechanizmusa kikényszeritette ezt a valtozast.

A masodik forgatokonyvben azt feltételezziik, hogy a S. austriaca
csoportban a fiiggdleges porz6é emeldszerkezet mechanizmus a pleziomorf
allapot (azaz a Salvia FVPD Aaltal megtartott jelleg), és ebbdl fejlodott ki a

vizszintes porz6é emeldszerkezet mechanizmus. Itt a viragmorfologiaban
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bekovetkezett valtozast feltételezhetéen a S. pratensisszel vald érintkezés és
szaporodasi interferencia idézte el6 a mezofilabb él6helyeken. Ez a koevoltcios
folyamat karakter athelyezddéssel jar, ahol az adaptiv viragjellegek (vagyis a
prezigotikus 1zolaciot biztosito, rendkiviil specifikus pollentranszfer stratégiak)
kozotti kiilonbség a helyi fajegyiittesek kozotti szimpatria és fajok kozotti
verseny kovetkezménye (Armbruster és Muchhala, 2009; Armbruster és mtsai.,
2014). A virdgjellegek karakter athelyezddése szerepet jatszott a kozosségek
szerekezetének kialakuldsaban pl. a Dalechampia L. (Armbruster, 1985, 1986),
a  Stlidium Sw. ex Willd. (Armbruster  és  mtsai., 1994), a
Burmeistera H. Karst. & Triana (Muchhala N. ¢és Potts, 2007) és a

Leavenworthia Torr. (Norton és mtsai., 2015) nemzetségek esetében.

Mindkét fenti forgatokonyv csak egy fiiggdleges porzd emeldszerkezet
mechanizmussal rendelkezd Salvia faj (pl. S. pratensis vagy annak elddje)
meglétét feltételezi a szimpatikus el6fordulési teriileten. Mivel a fiiggdleges
porzd emeldszerkezet mechanizmus szélesebb kdrben elterjedt a nemzetségen
beliil, valészinii, hogy egy ilyen fenotipust faj mar 1étezett a teriileten, amikor a

S. austriaca 6se megjelent az erdds sztyepp dvezetben.

Harmadik  magyardzatként a  virdgmorfoldgidban  bekdvetkezd
mikozben szimpatrikusan fordultak eld6. Az ilyen tipusu, nem adaptiv
fajképzddés koztudottan ritkan fordul eld (lasd pl. Straw, 1956; Grant, 1981;
Armbruster, 1993; Armbruster és mtsai., 1994, 2014; Cozzolino és Widmer,
2005), ¢és esetlinkben rendkiviil valdsziniitlen, tekintve, hogy még tavolabbi
rokon Salvia fajok (néha egészen eltérd prozo emeldszerekezet mechanizmussal
1s) hibridizalnak (pl. Marilaun, 1891; Hihara és mtsai., 2001; Wester és Clal3en-
Bockhoft, 2002; Herraiz-Pefialver és mtsai., 2015; Nachychko és Sosnovsky,

crer
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1964; Bernath J. és Németh, 2000; Tychonievich és Warner, 2011). Ezért még a
kismértékli génaramlés is megsziintetné az izolaciot két szimpatrikus populacid

kozott.

Bar eredményeink jol aladtdmasztjdk, hogy a Salvia FVPD a
S. austriacatol kilonallo fajt képvisel, a jelenlegi mintdzasunk nem elégséges
ahhoz, hogy megallapitsuk e két taxon teljes torténetét, és hogy ravilagitsunk,
hogy a szétvalasukban milyen evolucios erdk jatszottak szerepet. Ennek
vizsgélatahoz a Salvia FVPD elterjedési teriiletének legészakibb és legkeletibb
részeire Osszpontositd, kiterjedtebb mintavételre lenne sziikség, tovabba
figyelmet kell forditani a S. austriaca Krim-félszigeti és ¢észak-ukrajnai
populacioira. A két faj, és néhany tavolabbi rokon kiilcsoport teljes
filogeografiai torténetének Gsszehasonlitasa fényt derithet jelenlegi elterjedésiik
eredetére. Emellett, egy jobb felbontast, a S. staminedt is magaba foglalo
filogenetikai elemzés segitene annak megallapitdsaban, hogy az Austriacae
fajsorban melyik beporzasi tipus (azaz a fiiggéleges vagy a vizszintes porzo
emeldszerkezet mechanizmus) az Osibb, vagy, hogy a vizszintes porzd
emeldszerkezet mechanizmus t6bbszor is kialakult-e a Sclarea alnemzetségben.
Bebizonyitottuk, hogy a vizsgalatunkban alkalmazott genomi médszertan (azaz
a RADseq) értékes eszkoz ezen filogenetikai kapcsolatok vizsgélatara, kiemelve
hasznossagat a Salvia fajcsoportjain beliil, de hasznos lehet a nemzetség
szintjén is (lasd Eaton és Ree, 2013; Hipp és mtsai., 2014; Leaché és Oaks,
2017).
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3. Osszefoglalas

Dolgozatomban négy esettanulmanyon keresztiil tettem kisérletet arra,
hogy bemutassam néhany, nemzetkozileg széleskortien, hazankban kevésbé
hasznalt genetikai modszer alkalmazhatosagat a botanikai kutatasokban. Az elsé
két esettanulmanyban két, fokozottan védett novényfajban fejlesztett
mikroszatellit markereket teszteltiink, bemutattuk alkalmazhatésadgukat
populécidgenetikai kutatasokban, és teszteltiik potencialis alkalmazhatosagukat
kozelrokon fajokban. A harmadik esettanulmanyban a fokozottan védett,
endemikus faj, a magyarfoldi husang (Ferula sadleriana Ledeb.) atfogod
természetvédelmi céli populacid genetikai vizsgalatat végeztiik el, kitérve a faj
filogenetikai  helyzetére, populacidgenetikai  strukturajara, demografiai
helyzetére, illetve ezen ismeretek természetvédelmi interpretacidjara. A
negyedik esettanulmanyban egy szélesebb elterjedésii fajrol, az osztrdk
zsalyarol (Salvia austriaca Jacq.) bizonyitottuk be, hogy valdjdban két
kiilonallo fajt rejt. A két faj kiilonallasat elterjedésiik, morfologiai eltéréseik,
illetve genomi alapu faji lehatarolds segitségével bizonyitottuk be, kitérve a
fajok filogenomikai kapcsolatdra, elvalasuk idejére, valamint az alkalmazott
genomi modszer (RADseq) a Salvia nemzetségen beliili filogenomikai

alkalmazhat6sagara.

A mocsari  kardvirdg  (Gladiolus palustris Gaud.) Kozép-Eurdpa
endemikus faja. A faj egy veszélyeztetett ¢l6helyen, a nedves rétek és szaraz
gyepek kozotti okotonban fordul eld, ezért teljes elterjedési teriiletén
visszaszoruldoban van. Szerepel az Eurdpai Unié El8helyvédelmi Iranyelvének
II. mellékletében, valamint tobb nemzeti voros listan. A G. palustris hatékony
védelme érdekében olyan genetikai markereket azonositottunk, amelyek a

populacio szintjén biztositanak felbontast. Kutatasunk soran 15 mikroszatellit
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markert azonositottunk a fajban, melyek koziil 11 bizonyult polimorfnak.
Eredményeinkben e 11 marker alapjan hdrom populacié genetikai mérdszamait
kozoljiik, melyekbdl példaul az egyes populaciok genetikai diverzitasa, vagy a
populécidk kozotti géndramlas mértéke allapithatd meg. Tovabbad megmutattuk,
hogy az éaltalunk azonositott markerek két rokon fajban is alkalmazhatdak
lehetnek. Megallapitottuk, hogy az altalunk azonositott markerek hasznos
eszkozt képviselnek a faj tovabbi populaciogenetikai vizsgalatahoz.

A F sadleriana egy Karpat-medencei endemikus faj, melynek mindossze
nyolc populacidja ismert, ezért minden populécidja fokozottan védett. Az IUCN
Vords Listdjan a veszélyeztetett kategoridba soroljak, és szerepel az Eurdpai
Unié ElShelyvédelmi Iranyelvének II. és IV. mellékletében. A F sadleriana
sziklds, szaraz gyepek, sztyepprétek ¢és pannon molyhos tdlgyes
karsztbokorerd6k mozaikjaban fordul eld, és tobb tényezd, példaul vadragas,
turdzok altali taposas, illetve nyilt éldhelyének zarddéasa fenyegeti. A faj
megorzése érdekében tobb, ex situ védelmi intézkedés tortént, azonban ezek

csak részlegesen dokumentaltak.

A masodik esettanulmanyban 13 mikroszatellit marker fejlesztését irtuk le
a magyarfoldi husangban, majd e 13 markert jellemeztiikk, és bemutattuk
populaciogenetikai  alkalmazhatosagukat néhany  altalanosan  hasznalt
mérdszamon keresztiil, harom populacié felhasznalasaval. Az amplifikacié
hatékonysagat két kozel rokon fajban teszteltiik. Megallapitottuk, hogy az
altalunk azonositott markerek kivaléoan alkalmasak a magyarfoldi husang
populaciogenetikai vizsgalatara, és a Ferula nemzetségen beliil szélesebb

korben is alkalmazhatdak lehetnek.

A harmadik esettanulmédnyban a magyarfoldi husang a Ferula
nemzetségen beliil elfoglalt filogenetikai helyzetét hataroztuk meg a sejtmagi

riboszomalis ITS szekvencia felhaszalasaval, a masodik esettanulméanyban leirt
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13 mikroszatellit marker segitségével pedig megvizsgaltuk a faj Osszes
populdcidjanak  genetikai allapotat, a populaciok kozotti  genetikai
kapcsolatokat, illetve igyekeztiink feltdrni evolacidés ¢és demografiai
torténetiiket. Megallapitottuk, hogy a Ferula sadleriana legkdzelebbi rokonai
az Euréazsiai sztyeppén honos Ferula tatarica Fisch. ex Spreng. és Ferula
songarica Pall. Ex Schult. Megallapitottuk tovabba, hogy az 0sszes populacio
koszonhetden, a kis populdcioméretek negativ hatasat kiegyenlitve alakulhatott
ki. A populaciok egymadstol viszonylag elszigeteltek, bar jol tettenérhetdek az
ex situ fajvédelmi programokbdl szarmazd Dbetelepitések hatdsai, ¢és
eredményeink két populacid esetében nem zarjdk ki azok telepitett eredetét.
Tovabbi természetvédelmi kezelésként javasoljuk az eddigi intézkedések
megtartasat, valamint a populaciok egyedszdmanak szorosabb kovetését és az
egyes populédciok kiilonallo genetikai egységként vald kezelését a potencidlis

jovobeli telepitések tervezésénél.

A zsalydk (Salvial.) az ajakosviraguak csalddjanak legnépesebb
nemzetsége, mely tobb, mint ezer fajt szdmldl. A nemzetség egyediilallo
evolucios Ujitasa a virag felépitésében rejlik, mivel a médosult porzok mintegy
emeldszerkezetszerien mikodnek, ugyanis a beporzd a nektar elérése
érdekében a porzo steril alsd csatlgjat elmozditva a felsé csatlon taldlhatod
portokot maga felé mozditja el, igy elhelyezve a pollent. Ez az emeldszerkezet
mechanizmus bizonyitottan szerepet jatszik a nemzetségen beliili fajképzddési
eseményekben, mivel lehetdvé teszi a szimpatrikusan eléfordulo, egyszerre
virdgzd fajoknak, hogy ugyanazt a pollinatort hasznaljadk, a hibridizacio
elkeriilése mellett. Terepi kutatasaink sordn azonositottunk egy Salvia taxont,
amely az osztrak zsalyatdl gyakorlatilag megkiilonboztethetetlen pusztan

vegetativ jellegek alapjan, azonban radikalisan eltérd viragmorfoldgiat képvisel.
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A negyedik esettanulmanyban e taxon rendszertani hovatartozasat igyekeztlink
feltarni, melyhez vizsgaltuk foldrajzi elterjedésének hatérait online fényképes
adatbazisok, illetve sajat megfigyeléseink alapjan, a kozte és az osztrak zsalya
kozott megtigyelhetd morfologiai eltéréseket a nemzetségben mar kiprobalt
morfometriai modszerek segitségével, valamint az osztrdk zsalyahoz vald
genetikai viszonyat a RADseq genomi médszerhez kapcsolt Bayes-faktor alapu
faji lehatarolés, Bayesianus fajfa rekonstrukcio valamint a két taxon elvalasanak
molekularis datalasdnak segitségével. Kitértliink tovabba a RADseq moddszernek
a Salvia nemzetségben vald6 szélesebb korli  alkalmazhatosagéra.
Megallapitottuk, hogy az altalunk azonositott Salvia taxon nem fordul eld
egyiitt az osztrak zsalyaval, és mig az elobbi az eurazsiai sztyeppe valodi
sztyeppzonajaban fordul eld, utobbi a Pannon- és eurdzsiai erdds sztyeppén,
illetve a Krim-félsziget déli részén talalhatdé meg. A morfometriai elemzések
megmutattak, hogy mig a vegetativ jellegekben nem tapasztalhat6 kiilonbség a
két taxon kozott, a viragjellegekben szignifikans és konzisztens eltérések
figyelhetOk meg. Az Gsszes filogenomikai eredményiink a két taxon faji szintii
elkiiloniilését tAmogatta, és elvalasuk idejét 197 ezer évvel ezeldttre becsiiltiik,
korabbra, mint két altalanosan elismert faj, a mezei (Salvia pratensis L.) és a
ligeti zsalya (Salvia nemorosa L.) elvéalasat. Ezen eredményeink alapjan a
taxont az esettanulmany alapjaul szolgal6 szakcikkben a tudomany szdmadra 1j
fajknét irjuk le. A RADseq moddszerrel teljes bizonyossaggal el tudtuk
kiiloniteni a Plethiosphace fajcsoport fajait, ebbdl pedig arra kovetkeztethetiink,
hogy a modszer mas fajcsoportokon beliil, de akar az egész Salvia nemzetségen
beliil alkalmas lehet a fajok leszarmazési viszonyainak nagy bizonyossaggal

valo feltarasara.

Az esettanulmanyainkban bemutatott modszerek a botanikai kutatasok

mas- mas részteriiletén alkalmazhatoak a leghatékonyabban. Mig az nrITS
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szekvencia Sanger-szekvendldsa alacsony koltségek és munkaidé befektetés
mellett kivitelezhetd, az leginkabb csak mély filogenetikai elvalasok
vizsgalatara alkalmas. A mikroszatellit markerek fejlesztése, majd alkalmazasa
mind a koltségek, mind a befektetett id0 ¢és munka tekintetében a
legmegterhelébb, ezért (amennyiben nem éllnak rendelkezésre mar kordbban
azonositott markerek) kifejlesztésiik és hasznalatuk leginkdbb sok (t6bb szaz)
egyed vizsgalata, vagy hosszabb tava vizsgalatok esetén tériilhet meg. A
RADseq modszer is viszonylag koltséges, és egy konyvtar limitalt szamu
egyedet tartalmazhat (~100), ellenben kevés munkaidét vesz igénybe, és a
kapott adat mennyisége nagysagrendekkel magasabb az el6z6 két modszerrel
elérhetdnél. Ennek a modszernek is megvannak ugyanakkor a hatranyai, példaul
kevésbé alkalmas mély filogenetikai elvalasok vizsgdlatara, és az adatok
feldolgozdsa soran hasznalt bedllitdisok nagyban befolyasolhatjdk az
eredményeket, igy példaul nehézkessé téve két kiillonbozo beallitasokkal végzett
populéacidgenetikai vizsgalat eredményeinek 0sszehasonlitasat, akar ugyanazon

fajon beliil is.
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4. Summary

In my thesis, I have attempted to demonstrate the applicability of some
internationally widely used genetic methods in botanical research, which are
less widely used in our country, through four case studies. In the first two case
studies, we tested microsatellite markers developed in two endangered plant
species, demonstrated their applicability in population genetics research, and
tested their potential applicability in closely related species. In the third case
study, we conducted a comprehensive conservation genetics study of the
endemic, endangered species, Ferula sadleriana Ledeb., covering its
phylogenetic status, population genetic structure, demographic status and the
interpretation of this knowledge for conservation. In the fourth case study, we
demonstrated that a species with a wide distribution, Salvia austriaca Jacq.
constitutes of two separate species. The distinctness of the two species was
demonstrated by means of their distribution patterns, morphological
differences, species delimitation, including the phylogenomic relationship of
the species, the time of their separation and the phylogenomic applicability of

the used genomic method (RADseq) within the genus Salvia L.

The marsh gladiolus (Gladiolus palustris Gaud.) is an endemic species of
Central Europe. The species occurs in an endangered habitat, the ecotone
between wet meadows and dry grasslands, and is therefore in decline
throughout its range. It is included in Annex II of the European Union Habitats
Directive and in several national red lists. To ensure effective conservation of
G. palustris, genetic markers have been developed that provide resolution at the
population level. During our research, we developed 15 microsatellite markers
in the species, 11 of which we have found to be polymorphic. In our results, we

report genetic metrics for three populations based on these 11 markers, which
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can be used to determine, for example, the genetic diversity of each population
or the degree of gene flow between populations. Furthermore, we show that the
markers we have developed can be used in two related species. We conclude
that the markers we developed represent a useful tool for further population

genetics studies of this species.

F. sadleriana is a Carpathian Basin endemic species with only eight
known populations, all of which are strictly protected. It is listed as threatened
on the IUCN Red List and is included in Annexes II and IV of the European
Union Habitats Directive. F. sadleriana occurs in a mosaic habitat of rocky, dry
grasslands, steppe slopes, and Pannonian karst white oak low woods and is
threatened by a number of factors, including grazing by big game, trampling by
hikers and closure of its open habitat. Several ex situ conservation measures
have been taken to conserve the species, but these are only partially

documented.

In the second case study, we described the development of 13
microsatellite markers in F. sadleriana, characterized these 13 markers and
demonstrated their population genetic applicability through some commonly
used metrics using three populations. The efficiency of amplification was tested
in two closely related species. We conclude that the markers we have developed
are suitable for population genetic studies of F. sadleriana and may have wider

applicability within the genus Ferula L.

In the third case study, we determined the phylogenetic position of
F sadleriana within the genus Ferula using the nuclear ribosomal ITS
sequence, and using the 13 microsatellite markers described in the second case
study, we investigated the genetic status of all known populations of the

species, the genetic relationships between populations, and sought to elucidate
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their evolutionary and demographic history. We found that the closest relatives
of F sadleriana are Ferula tatarica Fisch. ex Spreng. and
Ferula songarica Pall. Ex Schult., both native to the Eurasian steppe. We also
found that all populations have relatively high genetic diversity, which may be
the result of the species' life history strategy, offsetting the negative effect of
small population sizes. The populations are relatively isolated from each other,
although the effects of introductions from ex situ conservation programmes are
clearly evident, and our results do not exclude the possibility of introduced
origin of two populations. As further conservation treatment, we recommend
maintaining the current measures, as well as closer monitoring of population
numbers and treating each population as a separate genetic unit when planning

potential future introductions.

Salvia is the largest genus of the Lamiaceae family, with over a thousand
species. The unique evolutionary innovation of the genus lies in the flower
structure, with modified stamens acting as a kind of lever, whereby the
pollinator, in order to reach the nectar, pushes in the lower, sterile connective
arm of the stamen, moving the fertile upper connective towards itself, thus
depositing the pollen. This lever mechanism has been shown to play a role in
speciation events in the genus by allowing sympatrically occurring, co-
flowering species to use the same pollinator while avoiding hybridization. In
our field studies, we identified a Sa/via taxon that is virtually indistinguishable
from S. austriaca looking at only vegetative traits, but has a radically different
floral morphology. In the fourth case study, we sought to elucidate the
taxonomic placement of this taxon by examining the limits of its geographic
distribution based on online photographic databases and our own observations,
the morphological differences between it and S. austriaca using morphometric

methods already tested in the genus, and its genetic relationship to S. austriaca
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using Bayes-factor species delimitation coupled with the RADseq genomic
method, Bayesian species tree reconstruction and molecular dating of the
separation of the two taxa. We also discuss the wider applicability of the
RADseq method in the genus Salvia. We found that the Salvia taxon we
identified does not co-occur with S. austriaca, and while the former occurs in
the true steppe zone of the Eurasian steppe, the latter is found in the Pannonian
and Eurasian forest-steppe and in the southern Crimean Peninsula.
Morphometric analyses showed that while no differences in vegetative
characters were observed between the two taxa, significant and consistent
differences in floral characters were observed. All of our phylogenomic results
supported the separation of the two taxa at the species level, and we estimated
the time of their separation to have happened 197,000 years ago, earlier than the
separation of two commonly recognized species, S. pratensis and S. nemorosa.
Based on these results, we describe the taxon as a new species for science in the
paper on which this case study is based on. The RADseq method has allowed us
to delimit species of the Plethiosphace section with complete certainty, and we
conclude that the method may be useful for revealing the relationships within

other sections, or even within the entire Salvia genus, with high confidence.

The methods presented in our case studies can be applied most effectively
in different areas of botanical research. While the Sanger-sequencing of the
nrlTS sequence is feasible at low cost and labour investment, it is mostly only
suitable for the study of deep phylogenetic splits. The development and
subsequent use of microsatellite markers is the most costly, both in terms of
time- and labour investment, and therefore (when previously developed markers
are not available) their development and use is most cost-effective for studies
involving many (hundreds) of individuals or longer-term studies. The RADseq

method is also relatively costly and can contain a limited number of individuals

104



per library (~100), but it requires fairly little labour and the amount of data
obtained is orders of magnitude higher than that of the previous two methods.
However, this method also has its drawbacks, such as being less suitable for
studying deep phylogenetic relationships and that the settings used to process
the data can have a strong influence on the results, making it difficult, for
example, to compare the results of two population genetic studies with different

settings, even within the same species.
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7. Szerzoi hozzajarulas az egyes
esettanulmanyokhoz

1. esettanulmany: Laboratériumi elemzések, Adatelemzés, Kézirat irasa

2. esettanulmany: Laboratoriumi elemzések, Adatelemzés, Kézirat irasa

3. esettanulmany: Laboratoriumi elemzések, Adatelemzés, Kézirat irasa

4. esettanulmany: Terepi mintavételezés, Morfometriai vizsgalatok, Laboratoriumi
elemzések, Adatelemzés, Kézirat irasa
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9. Fuggelék

1. Fiiggel€k Lelohely és voucher informécio az 1. esettanulmanyban felhasznlt Gladiolus egyedekhez.

Faj Leldhely, ISO orszagkod N Geokoordinatak Voucher®
Gladiolus tenuis Horodyshche, UA 1 49°02'19,4" N, 39°39'32,7" E DE-S00-45670
Gladiolus tenuis Krasny Kurgan, RU 1 43°58'19,8" N, 42°35'54,8" E DE-S00-45671
Gladiolus tenuis Mikhaylovka, RU 1 49°50'19,3" N, 43°07'48,9" E DE-S00-45672
Gladiolus imbricatus Prejmer, RO 1 45°43'36,8" N, 25°44'04,5" E DE-S00-45681
Gladiolus imbricatus Lunca de Jos, RO 1 46°34'18,2" N, 25°59'22,9" E DE-S00-45679
Gladiolus imbricatus Zakopane, PL 1 49°16'40,7" N, 19°54'11,0" E DE-S00-45682
Gladiolus imbricatus Komléska-Ujhuta, Zsido-rét, HU 1 48°21'58,8" N, 21°28'23,0" E DE-S00-09423
Gladiolus imbricatus Cluj-Napoca, Valea morilor, RO 1 46°41'51,5" N, 23°35'56,4" E DE-S00-38677
Gladiolus palustris™® Raposka, HU 25 46°51'39,9" N, 17°25'01,3" E DE-S00-45673
Gladiolus palustris®  Nyirad, HU 20 47°00'02,1" N, 17°25'31,5" E DE-S00-45674
Gladiolus palustris © Batonyterenye, Lengyendi-Galya, HU 12 47°55'05,8" N, 19°54'12,8" E DE-S00-09419
Gladiolus palustris *  Asotthalom: Csodarét, HU 1 46°11'55,0" N, 19°49'48,1" E DE-S00-45683
Gladiolus palustris © Schwangau, DE 1 47°33'38,5" N, 10°43'53,7" E DE-S00-45684
Gladiolus palustris *  Augsburg, DE 1 48°18'24,3" N, 10°55'43,2" E DE-S00-45685

Megjegyzés: N = egyedszam.

* A voucher egyedek a Debreceni Egyetem (DE) herbariumaban talalhatoak.

® Ezen populaciobol szarmazo ot egyedben kerestiink polimorf markereket.

¢ Ezen populaciobol egy egyeden végeztiik a kezdeti, specifikus PCR amplifikaciot 46 primerrel.

4 Ezen populaciobdl egy egyed genomi DNS-e lett felhasznalva a 454 piroszekvenald konyvtar készitéséhez.
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2. Fiiggelék Multiplex csoportok és 10kuszonkénti PCR-termék mennyiségek
az 1. esettanulményban.

Multiplex 1:

Lokusz Fluoreszcens festék Allél méret (bp) Hozzaadott mennyiség (ul)
GlPal03 NED™ 211 3,50

GlPalo4 6FAM™ 137 2,50

GlPall3 6FAM™ 95-107 1,50

GlPall4 6FAM™ 189-207 2,00

GlPal21 NED™ 122-142 2,50

GlPal22 6FAM™ 293-305 3,00

GlPal41 PET™ 287 2,00

GlPal42 VIC® 242-251 1,50

Multiplex 2:

Lokusz Fluoreszcens festék Allé]l méret(bp) Hozzaadott mennyiség (uL)
GlPal0ol ~ PET™ 201 1,50

GlIPalo8 VIC® 137-141 2,00

GlPalll  PET™ 136-138 2.50

GlPal24 VIC® 291-297 4,00

GIPal37  NED" 261-270 2,00

GlPal39 6FAM™ 238-240 3,00

GlPal46 VIC® 207-219 2,00
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3. Fiiggelék Lelshely és voucher informécié a 2. esettanulmanyban felhasznalt
Ferula populéaciokhoz.

Faj Lel6hely, ISO orszagkod Geokoordinatak Voucher®
Ferula
sadleriana Pilis-tet6, HU'” 47°40'51,17" N, 18°52'47,28" E DE-S00-45690
Ferula
sadleriana Pisznice, HU' 47°41'59,06" N, 18°2927,49" E DE-S00-45689
Ferula

sadleriana Konyari-fennsik, SK' 48°34'29,35" N, 20°23'09,96" E DE-S00-45687

Ferula

sadleriana Tordai-hasadék, RO? 46°33'31,27" N, 23°40'56,32" E  DE-S00-45691

Ferula

soongarica Katon-Karagay, KZ 49°13'14,66" N, 85°46'55,45" E DE-S00-45033

Ferula

soongarica Markakol: Uspenka, KZ 48°30'11,92" N, 85°53'16,15" E DE-S00-45692

Ferula

soongarica Ust'-Kamenogorsk, KZ  50°02'51,72" N, 81°23'19,39" E DE-S00-45028

Ferula tatarica Strilcovskaya steppe, UA 49°17'03,87" N, 40°02'04,73" E DE-S00-45688

Ferula tatarica Kalach-na-Donu, RS~ 48°41'16,44" N, 43°27'13,03" E DE-S00-45038

Ferula tatarica Danilovka valley, RS 50°34"24,40" N, 45°39'36,05" E  DE-S00-45037
¢ A voucher egyedek a Debreceni Egyetem herbariumaban (DE) talalhatok meg.
"'Ezen populaciobol egy egyed lett felhasznélva a primerfejlesztés kezdeti 1épéseként

készitett Nextera szekvenald-konyvtar elkészitéséhez.

? Ezen populaciobol szarmazo egy egyeden teszteltiik a 44 primerpér specifikus
’ Ezen populaciobol szarmazo ot egyeden lett tesztelve a specifikusan amplifikalodo
primerek populacios szintli variabilitasa.

4. Fiiggelék Az nrITS filogenetikai elemzéshez felhaszndlt Ferula egyedek és
kiilcsoportok listaja, benne a taxon nevével, a torzsfdn szerepld névvel, GenBank
azonositoval és a szekvencia forrasaval.

A téblazat elérhetd:
https://docs.google.com/spreadsheets/d/10XTsGbbK3biySq6fuodtl 6iSSNueT
mh/edit?usp=sharing&ouid=114405304670162720162&rtpof=true&sd=true
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5. Fiiggelék Demografiai forgatokonyvek az els6 DIYABC-elemzéshez, ahol
minden effektiv populacioméretet egy szin jeldl. Az y tengelyen talalhatod jeldlések
megfelelnek egy-egy koaleszcens eseménynek. A jelolések kozotti tavolsag nem
aranyos az események kozott eltelt idével.

Az abra elérhet6:
https://drive.google.com/file/d/163piBaz00KGOSugSB1WbVNWGAWyYSmMPV
P/view?usp=sharing

6. Fiiggel€ék Prior eloszlasok az elsé DIYABC elemzéshez (5. Fiiggelék). N:
effektiv populacioméret; t: koaleszcencia esemény ideje, generaciokban megadva; ra:
keveredési rata.

Paraméter Prior eloszlas Feltételek
Bélkoé (N1) Uniform (100-5000)
Kis-Kevély (N2) Uniform (5-1000)
Konyari-fennsik (N3) Uniform (100-5000)
Nagymaros (N4) Uniform (5-1000)
Pilis-tet6 (N5) Uniform (2000—10000)
Pisznice (N6) Uniform (100-5000)

Pelsdci-fennsik (N7)  Uniform (100-5000)
Tordai-hasadék (N8)  Uniform (100-5000)

t1 Uniform (5-2000)

t2 Uniform (5-2000) t2>=t1

t3 Uniform (10-5000) t3>=t2; t3>t1

t4 Uniform (10-5000) t4>t1

t5 Uniform (10-5000) t5>=t4; t5>12; t5>tl
t6 Uniform (10-5000) to>t1

ra Uniform (0,001-0,999)

7. Fiiggelék Demografiai forgatokonyvek a masodik DIYABC-elemzéshez, ahol
minden effektiv populacioméretet egy szin jeldl. Az y tengelyen talalhatod jeldlések
megfelelnek egy-egy koaleszcens eseménynek. A jelolések kozotti tavolsag nem
aranyos az események kozott eltelt idovel.

Az abra elérhetd: https://drive.google.com/file/d/1aXSDV-
3zSEBVX3vCXGS56AQfGQ _J1DqyQ/view?usp=sharing
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8. Fiiggelék Prior closzlasok a masodik DIYABC elemzéshez (7. Fiiggelék). N:
effektiv populacioméret; t: koaleszcencia esemény ideje, generaciokban megadva; ra,
rb: keveredési rata.

Paraméter Prior eloszlés Feltételek

Bélkd (N1) Uniform (100-5000)

Kis-Kevély (N2) Uniform (5-1000)

Konyari-fennsik (N3) Uniform (100-5000)

Nagymaros (N4) Uniform (5-1000)

Pilis-tet6 (N5) Uniform (2000-10000)

Pisznice (N6) Uniform (100-5000)

Pelséci-fennsik (N7)  Uniform (100—5000)

Tordai-hasadék (N8) Uniform (100-5000)

N9 Uniform (100-5000)
N10 Uniform (100-5000)
tl Uniform (5-2000)
2 Uniform (5-2000)
t3 Uniform (5-2000) t3>12
t4 Uniform (5-5000) t4>=t3; t4>12
t5>t4; t5>13; t5>12;
t5 Uniform (10-5000) t5>tl1
t6>t1; t6>12; t6>t3;
t6 Uniform (10-10000) to>t4; t6>t5
t7>t1; t7>12; t7>t3;
t7 Uniform (10-10000) t7>16
t8 Uniform (10-10000) t8>t1; t8>12; t8>t7
t9 Uniform (10-10000)
ra Uniform (0,001-0,999)
b Uniform (0,001-0,999)
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9. Fﬁggelék Prior eloszlasok a harmadik DIYABC elemzéshez (2. abra). N: effektiv
populacioméret; t: koaleszcencia esemény ideje, generaciokban megadva; ra:

keveredési rata.

Paraméter

Prior eloszlas Feltételek

Bélkoé (N1)
Kis-Kevély (N2)
Konyari-fennsik (N3)
Nagymaros (N4)
Pilis-tet (N5)
Pisznice (N6)
Pels6ci-fennsik (N7)
Tordai-hasadék (N8)
N2b

N3b

N1b

Nlc

Nl1d

Nle

tl

t2

t3

t4

t5

t6

t7

ra

Uniform (100-5000)
Uniform (5-1000)
Uniform (100-5000)
Uniform (5-1000)
Uniform (2000—10000)
Uniform (100-5000)
Uniform (100-5000)
Uniform (100-5000)
Uniform (2000-10000)
Uniform (10-10000)
Uniform (10-20000)
Uniform (10-20000)
Uniform (10-20000)
Uniform (10-20000)
Uniform (5-2000)
Uniform (5-2000)
Uniform (5-2000)

Uniform (5-5000) t4>13; t4>12
Uniform (10-5000) £5>t2
Uniform (10-10000) t6>t1

Uniform (10-10000)
Uniform (0,001-0,999)

10. Fiiggelék Legnagyobb valésziniiség (ML) alapu filogenetikai fa, amelyet a
Ferula nemzetségbdl szarmazd 243 nrITS szekvenciabol generaltunk. A sziirke
kiemelés jeloli a Ferula ,,A” kladjat vagy Peucedanoides fajsorat. A 0 aghosszusagu
agakat Osszecsuktuk és sziirke haromszogekkel jeloltiik. Az 50-nél kisebb bootstrap
tamogatasi értékkel rendelkez0 elagazasokat toroltiik. A bootstrap értékek az agak alatt
vannak feltiintetve. Az ebben a tanulmanyban generalt 0j szekvencidk piros szinnel

vannak jeldlve.

Az abra elérhetd: https://drive.google.com/file/d/1 AEIbd-

M2M85z3TCiPBJd6MM-F{Jbc2G7/view?usp=sharing

128



11. Fiiggelék Populicionkénti allélgazdagsag értékek az Osszes 10kuszra
vonatkoztatva.

Az abra elérhetd:
https://drive.google.com/file/d/1Zn8 iGFyLp95W413iY XFNjtIOBWQ-QdK/view?

usp=sharing

12. Fiiggelék Genotipus halmozodasi gorbék az dsszes mintézott egyedre és kiilon-
kiilén az egyes populacidkra. Az x tengelyen a lokuszok szamat, az y tengelyen pedig a
multilokusz genotipusok szamat tiintettiik fel.

Az abra elérhetd:
https://drive.google.com/file/d/1uXZcaO6j kaDMIzCdLrTOxHFzkn4HipM/view?

usp=sharing

13. Fiiggelék A FreeNA nyers kimeneti értékei, az EM algoritmussal becsiilt
eredeti és korrigalt allélfrekvenciakkal, kiegészitve a null allélfrekvenciakkal.

A tablazat elérheto:

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1 WwdGBWIY4REmISX{FxpAE312-Qf-
Yv9Q/edit?usp=sharing&ouid=114405304670162720162&rtpof=true&sd=true

14. Fiiggelék Az elsé DIYABC elemzésben (5. Fiiggelék) 10° szimulalt adatsor
populaciogenetikai paraméterei prior eloszlasanak fokomponens elemzése. A kis korok
a szimulalt adatsorokat jelolik, minden szin egy-egy kiilonb6z6 forgatdkdnyvnek felel
meg. A nagy sarga kor a megfigyelt adatsort jeloli.

Az abra elérhet6:
https://drive.google.com/file/d/1GZSnzTmBPpvGdL319d1 GgNN5fnQEnbpe/view?

usp=sharing

15. Fiiggelék Az elsé DIYABC elemzésben (5. Fiiggelék) a modellellendrzéshez
hasznalt populacidgenetikai paraméterek fokomponens-elemzése a kivalasztott
forgatokonyv (8. forgatokonyv) alapjan. A kis kék korok a prior eloszlasbol mintazott
10° szimulalt adatsort jeldlik. A nagy, teli kék korok 10° szimulalt adatsor képviselnek,
amelyeket a poszterior eloszlasbol mintaztunk. A nagy sarga kor a megfigyelt
adatsornak felel meg.

Az abra elérhetd: https://drive.google.com/file/d/1Ej -dP9aphKRDCi45M-t-
vIV87GSk jf/view?usp=sharing

16. Fiiggelék A masodik DIYABC elemzésben (7. Fiiggelék) 10° szimulalt adatsor
populaciogenetikai paraméterei prior eloszlasanak fékomponens elemzése. A kis korok
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a szimulalt adatkészleteket jelolik, minden szin egy-egy kiillonbozo forgatokonyvnek
felel meg. A nagy sarga kor a megfigyelt adatsort jeloli.

Az abra elérhet6:
https://drive.google.com/file/d/16aP6Ip0CcT5nY1jinKfAyaqaNSIE5Ox9b/view?

usp=sharing

17. Fiiggelék A masodik DIYABC elemzésben (7. Fiiggelék) a
modellellendrzéshez hasznalt populacidgenetikai paraméterek fOkomponens-elemzése
a kivalasztott forgatokonyv (1. forgatdkonyv) alapjan. A kis z6ld korok a prior
eloszlasbol mintazott 10° szimulalt adatsort jelolik. A nagy, teli zold korok 10°
szimulalt adatsor képviselnek, amelyeket a poszterior eloszlasbol mintaztunk. A nagy
sarga kor a megfigyelt adatsornak felel meg.

Az ébra elérhetd: https://drive.google.com/file/d/1RW9h5e3ahj43-
cASnlJAenydynHZKVxF/view?usp=sharing

18. Fiiggelék A harmadik DIYABC elemzésben (2. dbra) 10° szimulalt adatsor
populaciogenetikai paraméterei prior eloszlasanak fokomponens elemzése. A kis zold
korok a szimulalt adatsorokat jelolik. A nagy sarga kor a megfigyelt adatsort jeloli.

Az ébra elérheto:
https://drive.google.com/file/d/1al8rASrSx27ZHZ MG6BDOW 1cEeGhlbimH/view?

usp=sharing
19. Fiiggelék A harmadik DIYABC elemzésben (2. 4dbra) a modellellendrzéshez
hasznalt populacidégenetikai paraméterek fokomponens-elemzése. A kis zold korok a

prior eloszlasbol mintazott 10° szimulalt adatsort jeldlik. A nagy, teli zold korok 10°
szimulalt adatsor képviselnek, amelyeket a poszterior eloszlasbdl mintaztunk. A nagy

sarga kor a megfigyelt adatsornak felel meg.

Az abra elérhet6: https://drive.google.com/file/d/1RP17ujsocAVgO0O50y24wKvXi2Ci-
hixU/view?usp=sharing

20. Fiiggel€k A negyedik esettanulményban felhasznélt Salvia austriaca és Salvia
FVPD el6fordulasok foldrajzi koordinatai, az eléfordulasok forrasanak feltiintetésével.

A tablazat elérhetd: https://docs.google.com/document/d/1¢cSigZKQagOW-
wrzbHgccPHOSqfXxQLO_G/edit?
usp=sharing&ouid=114405304670162720162&rtpof=true&sd=true
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21. Fﬁggelék A negyedik esettanulmanyban felhasznalt genetikai mintadk f6ldrajzi koordinatai és herbariumi azonositoi.

Azonosito Taxon Lel6hely Foldrajzi szélesség Foldrajzi hossziisag  Lcroariumi
azonositoa

ausJozl  Salvia austriaca Debrecen-Jozsa (HU) 47,590784 21,585314 DE-So00-48344
ausJoz2  Salvia austriaca Debrecen-Jozsa (HU) 47,590784 21,585314 DE-S00-48345
ausKoll  Salvia austriaca Cluj-Napoca: Valea Calda (RO) 46,808743 23,696131 DE-S00-48356
ausKol2  Salvia austriaca Cluj-Napoca: Valea Calda (RO) 46,808743 23,696131 DE-S00-48357
ausSarl  Salvia austriaca Sarkeresztir (HU) 47,000761 18,530032 DE-S00-48348
perBozl  Salvia FVPD  Bozhurluka (BG) 43,414276 25,401062 DE-S00-48352
perBoz2  Salvia FVPD  Bozhurluka (BG) 43,414276 25,401062 DE-S00-48353
perEfol  Salvia FVPD  Eforie Sud (RO) 44,037856 28,621514 DE-S00-48358
perHagl Salvia FVPD  Hagieni reserve (RO) 43,804756 28,472409 DE-S00-48359
perHag2 Salvia FVPD  Hagieni reserve (RO) 43,804756 28,472409 DE-S00-48360
perMykl  Salvia FVPD Mykhaylivskyi steppe (UA) 47,41983 31,6248 DE-S00-48342
perMyk2 Salvia FVPD  Mykhaylivskyi steppe (UA) 47,41983 31,6248 DE-S00-48343
nemo01  Salvia nemorosa Gostilya (BG) 43,55384 24,16401 DE-S00-45265
nemo02  Salvia nemorosa Gostilya (BG) 43,55321 24,16134 DE-S00-48351
nutHus01 Salvia nutans ~ Husi (RO) 46,695141 28,104288 DE-S00-48349
nutHus16 Salvia nutans ~ Husi (RO) 46,695141 28,104288 DE-S00-48350
nutUfa0l Salvia nutans  Ufa: Kipchak-Askarovo (RS) 53,9495 55,05375 DE-S00-48354
nutUfal0 Salvia nutans  Ufa: Kipchak-Askarovo (RS) 53,9495 55,05375 DE-S00-48355
prat01 Salvia pratensis Debrecen-Jozsa (HU) 47,5852 21,5874 DE-S00-48346
prat02 Salvia pratensis Debrecen-Jozsa (HU) 47,5852 21,5874 DE-So00-48347

*: A voucherek a Debreceni Egyetem So6 Rezsd herbariumaban talalhatoak.
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22. Fﬁggelék Bayesianus Informaciés Kritérium (BIC) értékek a k-atlag
klaszterez6 elemzésben, 1 és 10 kozotti K értékekre.

Az abra elérhetd:
https://drive.google.com/file/d/1JE817q3VdcuMIFVdr IVm1QBxWZSPSRY /view?

usp=sharing

23. Fiiggelék Poszterior besorolasi valésziniiség értékek négy fokomponens elsé
két diszkriminalé fiiggvénye alapjan, a k-atlag klaszterez6 elemzés csoportjait
hasznalva, 4, 6 és 7 K értékeknél.

Az abra elérhetd:
https://drive.google.com/file/d/1viRBEDIrMgWoFL6kXxGd4EtAcaGW{-wl/view?

usp=sharing
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