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1. Bevezetés

1.1. Altalanos bevezetés

Az elmélet, miszerint a fajok kozti leszarmazasi viszonyok vizsgalata segithet
megérteni a multbéli elterjedést, ezzel betekintést nyujthat evolucios
torténetiikbe, csaknem egyidds az evoluciobiologia tudomanyaval. Darwin
(1859) munkéssdga soran kiemelt figyelmet forditott a biogeografia
megismerésére, ami segitett megalkotnia elméletét a fajok eredetérdl. Késobb,
a Hennig (1965) altal lefektett szisztematikai alapelvek alapjan Brundin (1965)
vizsgalta els6k kozott kifejezetten a filogenetikai viszonyok €s a biogeografia
kapcsolatat. Az 1980-as években a DNS szekvenalds és a molekularis
filogenetikai modszerek haszndlatdnak elterjedése forradalmasitotta az
evolucidbioldgia tudomanyat (Arbogast, 2001). Ezen eszkdzok elérhetdsége a
kutatok szadmara nyitott utat a filogeografia tudomanyanak. A fogalom
megalkotdsa Avise ¢és mtsai. (1987) munkéjdhoz kothetd. Habar sziik
értelemben az evolicids leszdrmazasi viszonyok ¢és biogeografia
kapcsolatanak értelmezését értjiik filogeografia alatt (Hickerson és mtsai.,
2010), tagabb értelmezésben az Avise és mtsai. (1987) altal megalkotott
koncepcio segithet megérteni a foldtorténet, 6kologia és a specidcid folyamatat
is (Arbogast, 2001). Az evolucids torténet megismerésére iranyuld kutatasok
gyakran kombinaljak a populacidgenetika, filogenetika, a molekularis
evollcid és a paleoklimatikus rekonstrukcid eszkozeit. Harom évtized alatt a
filogeografia tudomanya robbanasszerti fejlddésen ment keresztiil és egy
szamos teriiletet magéaba siiritd, 6ndlld6 tudomanyteriilett¢ ndtte ki magat,
amely a modern evoluciobioldgia egyik szerves részét képezi és {6 célja a fajok

1d6- és térbeli torténetének megértésére.

Eurépa élovilaganak filogeografidja régota tanulméanyozott (Hewitt,
1996; 2000). A negyedidészak glacialis ciklusai szamos faj esetében az
elterjedési teriilet Osszehlizodéasat, majd kiterjedését idézték eld. A

rekolonizaci6 forrdsai azok a refugium teriiletek, ahol adott faj megfeleld



koriilményeket talalhatott hosszu tava fennmaradasdhoz (Hewitt, 2000), ami
hozzéjarult a jelenleg megfigyelhetd genetikai valtozatossag kialakitdsdhoz
(Taberlet és mtsai., 1998). A dél-eurdpai refugiumok elméletét Hewitt (1996)
irta le, aminek értelmében a dél-eurdpai populdciok nagy genetikai
valtozatossagot halmoztak fel és a kedvezd iddszakokban a kontinens
rekolonizécidjanak forradsai lehettek, ami altalanossagban délrél északra
iranyul6 kolonizacids utvonalakat és az északi populaciok kisebb genetikai

diverzitasat feltételezi.

Valoszintsithetd, hogy az éaltalanosan elfogadott dél-eurdpai
refugiumokon kiviil kriptikus (vagy extramediterran) refugiumok is szerepet
jatszhattak egyes fajok jelenkori genetikai diverzitasanak kialakitasaban
(Provan & Bennett, 2008; Stewart & Lister, 2001). Ezek a refugiumok
viszonylag északabbra helyezkedhettek el Nyugat- és Kozép-Eurdpaban
(Magri és mtsai., 2006; Michl és mtsai., 2010; Valtuena €s mtsai., 2012). Bar
pontos kiterjedésiik egyelére nem ismert, a kriptikus északi refagium elmélet
értelmében (Bhagwat & Willis, 2008), a dél-europai félszigetek nem
kizar6lagos menedékek lehettek tobb mezofil faj szdmara. Szamos faj, amely
viszonylag ¢északabbra, egy kisebb teriileten alkalmas feltételeket talalt
fennmaradésara, a dél-europai refigiumokhoz hasonld genetikai diverzitast
halmozhatott fel, mi tobb szolgalhatott késdbbi rekolonizaciés hullamok
forrasaként. Ilyen menedékteriiletek bizonyitékai ismertek Nyugat-Europabol
(Valtuetia és mitsai., 2012), Kozép-Europabol (Michl és mtsai., 2010) ¢és a
Kérpatokbol is (Lendvay és mtsai., 2016).

A Karpatok hegységlancat tobb filogeografiai tanulmény is potencialis
refagium teriiletként jelolte meg az itt taldlhatdé magas genetikai diverzitas
fényében (Daneck €s mtsai., 2011; Kramp és mtsai., 2009; Mosolygo-Lukécs
¢s mtsai., 2016; Slovéak és mtsai., 2012), amely a genetikai sokféleség fontos
forrasanak bizonyult (pl. Ronikier és mtsai., 2008; Slovak ¢és mtsai., 2012,
Mosolygo-Lukacs és mtsai., 2016, Mraz & Ronikier, 2016), azonban a régio

nagyobb 1éptekill filogeografiai szerepét kevesen vizsgaltak. Bartha és mtsai.



(2015) az Erythronium dens-canis L. filogeografiai vizsgdlata soran
bebizonyitotta, hogy az Erdélyi-medencében €16 populaciok jol elkiiloniilt
leszarmazasi agat képviselnek, amely a testvérfajtol (Erythronium caucasicum
Woronow) ¢és a fennmaradé E. dens-canis populacioktol genetikailag
nagyjabol egyenld tavolsagra helyezkedik el. Hasonloan, Lendvay és mtsai.
(2016) a Syringa josikaea J. Jacq. ex Rchb., egy a Karpatokban endemikus
orgona faj eredetét vizsgalta. Filogenetikai vizsgélataik alapjan a faj a
harmadkori flora tiléldje lehet Eurdpaban. Legkozelebbi rokonatdl (Syringa
wolfii CK. Schneid.) koriilbeliil 1,88 millié évvel ezeldtt valhatott el és a
harmadkori fléra pusztulasat az Ukran-Kéarpatokban ¢és az Erdélyi-

szigethegységben élhette tul (Lendvay és mtsai. 2016).

Jelenleg kevés tanulmany all rendelkezésre a Karpat-medence nagy
1éptékli biogeografiai jelentdségének teljes megértéséhez. Dolgozatomban
harom olyan esettanulmanyt mutatok be, amely a molekuléris filogenetika
eszkozeit hasznalva segiti a régi6 filogeografiai jelentéségének megitélését. Az
elsd esettanulmany egy feltételezett harmadkori reliktum, a Nymphaea lotus
var. thermalis (DC.) Tuzson eredetét vizsgalja. A masodik esettanulmany a
Délkelet-Karpatok egy endemizmusa, a hibrid eredetli Hepatica transsilvanica
Fuss. és sziilofajai filogenetikai helyzete alapjan vazolja fel a Karpatok
jelentéségét az endemikus leszarmazéasi dgak megOrzésében. A harmadik
esettanulmany egy széles elterjedést faj, a Primula vulgaris Huds. genetikai
struktardjanak elemzése alapjan vazol fel hipotéziseket a faj evolicios

torténetére.

Mindhérom tanulmény sejtmagi és organellaris (plasztisz) l6kuszok
genetikai variabilitdsa alapjan von le filogeografiai kovetkeztetéseket. Az elsd
két esetben megbecsiiltik a vizsgalt fajok divergencidjanak idejét is.
Napjainkban erre a célra elterjedt a bayesianus statisztika haszndlata. A
modszer az adatsorra legjobban ileszkedd szubsztiticios és molekuléris ora
modellek alapjan a filogenetika viszonyok rekonstrukciojan til megengedi és

az egyes elagazasok datumanak becslését is (Drummond & Rambaut, 2007).



A molekularis datalas vitathatatlanul fontos kiindulopontja a molekularis 6ra
megfeleld kalibracidja. Mivel a szubsztiticios rata a legtobb esetben nem
ismert, az elemzett taxonok ko6z6s 6sének minimum korat fossziliak
segitségével, vagy ismert geologiai események segitségével allapitjak meg a
molekularis ora kalibralasanak céljabol. E16bbi megkozelités hatranya, hogy
szamos esetben nem érhetdek el a datdlashoz megfelelé mindségii fossziliak,
ide értve a lelet pontos korat és taxondmiai statuszat, utobbié¢ pedig erds
feltételezésekre tamaszkodik az egyes fajok elterjedését illetden és hasznalata
nem ajanlott biogeografiai vizsgalatoknal (Sauquet, 2013). A dolgozatban
bemutatott tanulmanyok, mivel a vizsgalt taxonokbol nem érhet6 el megfeleld
mindségl fosszilis lelet, masodlagos datdlasra tamaszkodnak, amely feltétele
legalabb egy eladgazas reprezentacidja egy masik, lehetdleg fosszilidk alapjan
kalibralt filogenetikai elemzésben. Habar ez szamos esetben novelheti a
modszer bizonytalansagat, legalabb két kalibracios pont hasznalata kielégitd
lehet (Sauquet, 2013).



2. Esettanulmanyok

2.1. A Nymphaea lotus var. thermalis harmadkori reliktum
eredetének vizsgalata

2.1.1. Irodalmi el6zmények

A tiindérrozsa nemzetségnek (Nymphaea L.) 6t alnemzetsége ismert, és foként
tropusi vizi ndvényeket foglal magaba. A tropusi Ovilag teriiletén fordul el6 a
Lotos DC. alnemzetség, amelynek két fajat ismerjiik Afrikdban és harmat
Azsiaban (Conard, 1905). A nemzetség afrikai tagja a Nymphaea lotus L., mig
testvérfaja, a N. pubescens Willd. (Borsch és mtsai., 2007), Délkelet-Azsidban
fordul el6. Kiemelendd a N. lotus termal tavi szatellit el6fordulasa Europaban:
Romania északnyugati részén a Piispokfiirdd melletti Pece-patakban,
kortlbeliil 3000 km-re a legkdzelebbi Afrikai el6fordulasi helytdl, amely az
egyiptomi Nilus-delta. A ndvényt Kitaibel Pal fedezte fel Nagyvarad mellett
1798-ban és az Afrikabol ismert Nymphaea lotus L. fajjal azonositotta
(Waldstein & Kitaibel, 1799).

Egy évszazaddal késdbb mar szamos kutatd fejtette ki véleményét a N.
lotus 1itteni eléforduldsaval kapcsolatban. De Candolle (1821: 54) 6nallo
fajként hivatkozik az allomanyra (Nymphaea thermalis DC.), ma is elfogadott
taxonomiai rangjat azonban Tuzson Janosnak (1908) kdszonheti, aki a levél
alakja és az azon talalhato szOrképletekre hivatkozva az afrikai torzsalak egy
valtozatanak tekintette (Nymphaea lotus var. thermalis). Pax (1905) és Staub
(1903) egyértelmilen a populacid6 harmadkori eredetére kovetkeztettek,
feltételezve, hogy az dllomény a legutdbbi 2-2,5 milli6 évet a Nagyvarad kozeli
meleg vizli forrasoknak koszonhetden vészelte a4t Eurdpdban, ide értve a
negyedidészak négy legfobb lehiilési ciklusat is. A N. lotus itteni
altal azonositott fosszilizalodott, a fajjal azonosithatdé levélmaradvéanyok,

valamint egy meleg édesvizi csigafaj, a maradvanycsiga, Melanopsis parreysii



Miihlf., egyiittes el6fordulasa a teriileten (Brusina, 1902), amelyet szintén a
plispokfiird6i €léhely endemizmusaként tartanak szamon ( Sirbu & Sarkany-
Kiss, 2002). Diaconesa €s Popa (1964) pollenanalizisen alapuld tanulmanya is

tovabb erdsitette a populacié harmadkori eredetének valoszinliségét.

Egyes botanikusok azonban kétségiiket fejezték ki a Nymphaea lotus var.
thermalis harmadkori eredetével kapcsolatban. Borbas (1894) és Richter
(1897) mindketten valoszinisitették a ndvény vizimadarak Aaltali recens
behurcoléasat, mig Tuzson (1908) a XVI-XVII. szazad alatti torok megszallas
soran tortént betelepitést tartja valoszinlinek. Az egyetlen eurdpai adllomany
autochton eredetét Ovezd bizonytalansdgok ellenére, azt napjainkban
elfogadottan harmadkori reliktumként tartjuk szamon (Pop, 1976), amely az
europai flora 6shonos eleme (Jalas & Suominen, 1989; Tutin & Webb, 1992).
A novény természetvédelmi fontossagat jol jelzi a teriilet bevondsa a Natura

2000 programba (31A0 Erdélyi h6forrasos tiindérrozsasok) az ezen élohelyen

rrrrrr

A molekularis filogenetikai modszerek €s a molekularis ora hipotézis
(Bromham & Penny, 2003) alkalmazésa segithet megvalaszolni a botanika
ezen régodta vitatott kérdését. A Nymphaea nemzetség filogenetikai viszonyai
jol ismertek (Borsch és mtsai., 2007; Lohne és mtsai., 2008a), amely adatokra
tamaszkodva becsiilhetd a speciacids rata. Lohne és mtsai. (2008a) munkdja
nyoman a nemzetség filogenetikai viszonyain tal leirtak az egyes speciacios
események becsiilt datumait is. Elemzésiikh6z Maximum Likelihood (ML) és
bayesianus statisztikat, valamint fosszilia alapi kalibraciés pontokat
hasznaltak. Ezek koziil az els6 a zarvatermok legkozelebbi kozos dsének kora
(131,8 milli6 év). A Nuphar wutuensis fossziliai alapjan a Nymphaceae korat
52 milli6 évvel ezel6ttre tettek és hasznaltak kalibracios pontként. Elemzésiik
egy ¢és két kalibraciés pont haszndlata esetén is hasonld datumokat

valdszinusitett.



Ha a speciacids rata nagyjabol egyenletes az alnemzetségben és a N.
lotus var. thermalis eurdpai jelenléte valéban harmadkori eredetii, jelentds
genetikai tavolsagra szdmithatunk az afrikai populaciok és a plispokfiirddi
novény kozott. Kézelmultbeli betelepités/betelepiilés esetén kisebb genetikai
tavolsdgra szamithatunk az afrikai és eurdpai populaciok kozott, mint az

6shonos (afrikai) elterjedési teriilet mintéi kdzott.
2.1.2. Anyag és modszer

Mintazas és laboratoriumi munka

Terepi mintavételezésiink a Nymphaea lotus s.1. afrikai elterjedési teriiletének
négy, egymastol tavol esd pontjat, valamint az eurdpai populéciot reprezentalja
(1. tablazat). A szovetmintakat 96%-os etanolban 4 °C-on vagy szilikagélben
szobahdmérsékleten taroltuk. Az elemzett populaciokbol egy-egy egyedet
genotipizaltunk a sejtmagi riboszomalis ITS (nrITS) és a plasztisz genomban
talalhatd »pl32-trnl, psbM-trnD, trnT-trnL lokuszokra. Megemlitendd a
nyugat-afrikai populdcido taxondmiai bizonytalasiga, amit egyes szerzok
kiilonallo fajként irnak le (Nymphaea zenkeri Gilg) foként kisebb mérete és
viragai alapjan (Verdcourt, 1989). A N. zenkeri taxon elkiilonitése habar nem
sz¢les korben elfogadott ¢és a fajnév jelenleg a Nymphaea lotus
szinonimajaként kezelt, Nyugat-Afrika tertiletérdl (foként Gabon és Kamerun)
ismert tobb eldfordulasa (Verdcourt, 1989). Emiatt az Elefantcsontpartrol
szarmazo mintdkat provizorikusan N. zenkeriként azonositottuk és kiilon
adatsorunkat kiegészitettiik 12 kozelrokon taxon (Lohne és mtsai. 2008a)

GenBankbdl (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) elérhetd

szekvenciaival a molekuléris 6ra minél pontosabb kalibracioja érdekében.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/

1. tablazat A tanulmanyhoz gytijtott mintak részletes adatai. A minta azonosito

az analizisek soran hasznalt neveket jelenti.

Taxon Régio Eléhely Rovid név
Nymphaea lotus var.  Eurdpa Romania: Pece-patak thePet
thermalis

Nymphaea lotus subsp. Eszak- Egyiptom: Nilus delta lotEgy
lotus Afrika

Nymphaea lotus subsp. Kelet- Etidpia: Ziwai-td lotZiw
lotus Afrika

Nymphaea lotus subsp. Dél-Afrika Dél-Afrikai Koztarsasag: lotNyl
lotus Nylsvley Nemzeti Park

Nymphaea lotus Nyugat- Elefantcsontpart: Grand Bassam  zenBuss
(zenkeri) Afrika

A terepi mintakbol a teljes genomi DNS-t Doyle & Doyle (1987)
modositott CTAB moddszerével izolaltuk. A mintakat folyékony nitrogén alatt
homogenizaltuk, majd 800 ul 2% CTAB-t, 0,1 M Tris-HCI-t, 1,4 M NaCl-t és
0,02 M EDTA-t tartalmaz6 puffert adtunk hozza. A mintakat egy o6réig 65 °C-
on inkubaltuk, majd kétszer 600 pl kloroform:izoamilalkohol 24:1 aranya
elegyével tisztitottuk. A feliiluszoban taldlhatdé DNS-t azonos térfogatnyi
izopropanollal denaturaltuk. Erds centrifugélés utan a feliiliszot eltavolitottuk
és kétszer 400 pl 70%-os etanollal tisztitottuk a pelleteket, majd azok széritasa
utan 1 mM Tris-HCI-t (pH=7,5) tartalmaz6 oldatban taroltuk a genomi DNS-t.
A polimeraz lancreakciot (PCR) 25 pl-ben hajtottuk végre, amely a genomi
DNS mellett 1x reakciopuffert (Thermo Fisher Scientific, Inc,, Carlsbad, CA,
USA), 0,2 mM dNTP-t (Thermo Fisher Scientific, Inc,, Carlsbad, CA, USA),
25 mM MgCl2-t (Thermo Fisher Scientific, Inc,, Carlsbad, CA, USA), 0,25 mg
marha szérumalbumint (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 0,2 uM PCR primert
¢s 0,03 U Taq polimeraz enzimet (Thermo Fisher Scientific, Inc,, Carlsbad,
CA, USA) tartalmazott. Az nrITS PCR koriilményei a kovetkezdk voltak:
kezdeti 3 perces denaturalas 94 °C-on, majd 35 ciklusban 30 mésodperc
denaturacio 94 °C-on, 30 masodperces primer hibridizacio 51 °C-on, 40
masodperces polimerizacio 72 °C-on és végsd elongaciod 7 percig 72 °C-on. Az
amplifikacidhoz az ITS1A és az ITS4) primereket hasznaltuk (2. tablazat). A
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plasztisz  szakaszok amplifikalasdhoz 1Gn.  ‘touchdown’  protokollt
alkalmaztunk, amellyel novelhetd a reakcid specifitasa (Korbie & Mattick,
2008). A kezdeti denaturacié 94 °C-on 3 percig, majd 20 ciklusban 30
masodperces denaturacio utdn 58 °C-rol indulva minden ciklusban 0,5 °C-al
csokkentettik a primer bekdtésének homérsékletetét, majd a DNS
polimerizacidjat 72 °C-on 50 madsodpercig folytattuk. Ezutdn twjabb 20
ciklusban megismételtiik a bemutatott PCR ciklusokat, kivéve, hogy a primer
bekotése minden ciklusban 48 °C-on tortént. A végsd elongacid ismét 72 °C-
on tortént 7 percig. A harom lokuszhoz felhasznalt primereket a 2. tablazat
tartalmazza. A sikeresen amplifikdlt PCR-termékeket kereskedelmi
szolgaltatds segitségével (Macrogen, Inc.) szekvenaltuk. Az eldallitott
szekvencidkat a MUSCLE v.3.8.31. (Edgar, 2004) szoftverrel illesztettiik,
azokat nyilvanossa tettiik az NCBI nukleotid adatbazisaban (3. tablazat).

2. tablazat A Nymphaea lotus filogeografiai vizsgélata soran hasznalt
oligonukleotid primerek és szekvenciaik.

DNS
régi6  Ngv  Szekvencia (5' - 3') Forris
ITSIA GACGTCGCGAGAAGTCCA Gulyas &s

mtsai., 2005

TS |Tsa  TCCTCCGCTTATTGATATGC White &
mtsai., 1990

pi32-  1pl32F CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC Shaw és

trnL mtsai., 2007

trnLR CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT

psbM- psbMF AGCAATAAATGCRAGAATATTTACTTCCAT Shaw és
trnD mtsai., 2005
trnDR GGGATTGTAGYTCAATTGGT

trnT- TabA CATTACAAATGCGATGCTCT

trnl Taberlet és

TabC CGAAATCGGTAGACGCTACG mtsal., 1991

11



Adatelemzés

A Lotos alnemzetségen beliili speciacios rata becslése érdekében eloszor
azokat a fajokat valasztottuk ki, amelyek k6zos dse kevesebb, mint 25,4 (95%
HPD = 11,1-39,7) milli6é évvel ezelottre tehetd (Lohne és mtsai., 2008a) (3.
tablazat). Az azonos modszer hasznélata miatt, a masodlagos datalasra
iranyul6 elemzéseinkben a Lohne ¢és mtsai. (2008a) altal bayesianus
statisztikdval megbecsiilt datumat vettilk figyelembe a koézos elagazasok

crer

kalibraci6jdhoz. Az elsd masodlagos kalibracids pont a Nymphaea
datumat jeloli (atlag = 25,4, szigma szorasparaméter = 7,3). Masodik
kalibracios pontként a Lotos és Hydrocallis alnemzetségek legkdzelebbi kozos
Osének datumat haszndltuk (Lohne és mtsai. 2008a). A két alnemzetség
elvalasanak atlagat 11,3 millié évvel ezel6ttre tettiik, ebben az esetben a szoras
(szigma) 4,65 volt. Mivel az altalunk nem mintazott taxonokbdl az rpl32-trnLL
¢s a psbM-trnD szakaszok szekvenciai nem voltak elérhetéek, ez az
elemzésiink az nrITS és a trnT-trnL szekvencidin alapult. A filogenetikai
torzstat a *BEAST v.2.5.0. (Bouckaert és mtsai., 2014) szoftverrel allitottuk
elé, amely bayesianus statisztikdt hasznalva képes az egyes izolacios
események idépontjat a tobb lokuszon alapulo fajfa rekonstrukcioja alapjan
megbecsiilni. A *BEAST v.2.5.0. elemzést kétszer egymastol fliggetleniil
futtattuk 500 milli6 generdcidé mintazasaval. Az elemzés soran nem korrelalt
molekularis 6rat (‘uncorrelated lognormal relaxed clock’) és a speciacié Yule
modelljét hasznaltuk. Az adatsorra legjobban illeszked6 nukleotid
szubsztitucios modell hasznalatait a bmodeltest v.1.2.1 (Bouckaert &
Drummond, 2017) alkalmazéisaval biztositottuk. A két fiiggetlen futés
konvergenciajat €és a minimalisan elfogadhato effektiv mintanagysagat
(‘effective sample size’, ESS) a Tracer v.1.7.-el (Rambaut és mtsai., 2018)
ellendriztiik. Az elemzéseket csak 200-nal nagyobb ESS értékkel fogadtuk el.
Mindkét futds elsé 10%-at figyelmen kiviil hagytuk ('burn-in'), majd
kombindltuk a LogCombiner v.2.5.0.-val (Bouckaert és mtsai., 2014). A
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2019) hataroztuk meg. Az igy keletkezett poszterior filogramok alapjan a
BAMM v.2.5 és a BAMMTtools v.2.1.7 programcsomagokkal (Rabosky, 2014)
becsiiltiik meg a speciacios ratait. A BAMM 10 millié mintat generalt, a vizsgalt
leszarmazasi ag teljes fajkészlet mintdzasdnak esélyét 60%-nak tekintettiik
(‘global sampling probability’). A poszterior mintak els6é 10%-at ‘burn-in’-nek
tekintettiik, majd a BAMMtools v.2.1.7-el vizsgaltuk a speciacios rata értékét

¢s esetleges hirtelen valtozasat.

A Nymphaea lotus sensu laton beliili filogeografiai mintdzatokat
haplotipus-halézat rekonstrukcid segitségével vizsgaltuk, amelyhez az nrlTS-
en kiviil harom plasztisz DNS régiot hasznaltunk. Habar a sejtmagi és
organellaris szakaszok egyiittes elemzése bizonyos esetekben félrevezetd lehet
(2.2 fejezet), ebben az esetben a felfedezhetd teljes (additiv) variabilitas
elemzéséhez azokat Osszefliztiik. Ebben az értelemben a mintak kozotti
genetikai tavolsagot értelmeztiik egy gyokértelen haplotipushaldzaton, de
evolucids iranyultsagra vonatkozd konzekvencidkat nem vonhattunk le. Az
0sszeflizott DNS szekvencidkat (2267 bp) a PEGAS v.0.14. (Paradis, 2010) R
v.3.6. (R Core Team, 2017) csomaggal elemeztiik.
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3. tablazat A specidcios rata szamitasanal felhasznalt mintak és NCBI
GenBank azonositészamaik.

Taxon Azonositoé nriTS trnT-L psbM-trnD  rpl32-trnL
Nymphaea FI507743%* AM422043¢ - -
pubescens

Nymphaea FM242156° AMA422053¢ - :
peter3|ana

Nymphaea FM242150° AM422035¢ - -
oxypetala

Nymphaea FM242152° AM422033% - -
jamesoniana

Nymphaea FR717586° AM422050% - -
gracilis

Nymphaea alba HG518072° AM422067 ¢ - -
Nymphaea FJ026562° AM422057 ¢ - -
elleniae

Nymphaea LN59003* AY771858" - -
odorata

Euryale ferox FM242144! AM422020% - -
Victoria FM242157' AMA422024% - -
cruziana

Nymphaea FM242149' AM422026° - -
amazonum

Nymphaea FM242154" AM422034 ¢ - -
novogranatensis

Nymphaea lotus oo Mkas2744 MK452759 MK452749 MKA452754
var. thermalis

Nymphaea lotus -0 MK452746 MKA452761 MK452751 MKA452756
subsp. lotus

Nymphaea lotus 7. MKk452745 MK452760 MKA52750 MKA52755
subsp. lotus

Nymphaea lotus i\l MK4B2742 MKA452757 MK452747 MK452752
subsp. lotus

(Nzimfehr?)ea oS JenBuss MK452743 MK452758 MKA452748 MKA452753

*Dkhar és mtsai (2010); “Borsch és mtsai (2008); “Borsch és mtsai (2011); “Borsch
és mtsai. (2014); *Léhne és mtsai. (2008b); SBorsch és mtsai (2014); 'Borsch és
mtsai. (2008); ‘Borsch és mtsai. (2007); “Woods és mtsai. (2005)
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2.1.3. Eredmények

A teljes adatsor nrITS illesztése 755 nukleotid hosszusdgunak mutatkozott és
165 variabilis és 112 informativ poziciot tartalmazott. Az 1534 bazispar hossza
trnT-trnLL régidban 123 polimorf és 68 informativ pozicidt fedeztiink fel.
Azonos régiok a Nymphaea lotuson beliil harom, illetve két polimorf, de nem
informativ helyet tartalmaztak, valamint a haplotipushal6zat rekonstrukcional
felhasznalt psbM-trnD és rp/32-trnL intergénikus szakaszokon egy-egy egyedi

mutaciot fedeztiink fel.

crer

illeszkedik Lohne és mtsai. (2008a) eredményeihez. A Lotos alnemzetség 5,07
(95% HPD: 0-10,32) millié évvel ezeldtt valhatott el, mig a Nymphaea
pubescens és Nymphaea lotus elvalasa 2,85 milli6 évvel ezelbttre tehetd (95%
HPD: 0-6,49), amely megfeleltethetd a késoi pliocén korszaknak. A N. lotus
€s N. zenkeri elvéalasa a pleisztocén kozepén torténhetett meg (1,26 millio év,
95% HPD: 0-3,62). A BAMM v.2.5 eredményei szerint a speciacios rata
nagyjabol konstansnak tekinthetd, a speciacio sebességében hirtelen valtozast
nem detektaltunk (1. abra). A teljes kronogram speciacios rataja 0,17-0,26 faj
/ millié év kozott valtozott. Ugyanezen rata a Lotos alnemzetségen beliil 0,17-

0,18 faj / milli6 évre tehetd.
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1. abra A Nymphaea Lotos alnemzetség €s kozelrokon taxonjainak datalt
filogramja. Az izolacié ideje milli6 években van feltiintetve, a 95%-0s
poszterior denzitas intervallumot (95% HPD) sziirke sav jeloli. A kalibréacids
pontok csillaggal vannak jeldlve. A specidcios rata (fekete vonal) €s 95%-os
poszterior denzitas intervallum (sziirke tertilet) a filogram alatt van feltiintetve.

Az abra aljan 1évo skala millid években értendo.
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A Nymphea lotus populéaciok altalanossagban kis genetikai tavolsagra
voltak talalhatoak egymastdl (2. abra), kivéve a plispokfiirddi és az egyiptomi
ndvényeket (thePus és lotEgy). Ezek haplotipusa minden vizsgalt genetikai
région megegyezett az egyiptomi minta szekvencidival. A kelet- és dél-afrikai
mintakat (lotZiw és lotNyl) egy-egy hipotetikus haplotipus valasztja az el6bbi
csoporttol. A legjelentésebb genetikai tdvolsdgra a nyugat-afrikai minta

talalhato, amelyet kiilcsoportnak tekintettiink ebben az elemzésben (zenBuss).

lotEgy
thePet

lotZiw

2. abra A Nymphaea lotus s.l. filogeografiai struktardja. Az iires korok
kiilonboz6 haplotipusokat jelolnek, mig a fekete pontok hipotetikus (nem
mintazott) haplotipusok. A fehér korok mérete ardnyos a haplotipus
gyakorisagaval. A sziirke szaggatott vonal egy alternativ utvonalat jelol a
halozatban. A térkép az afrikai mintak foldrajzi helyét mutatja be. A

mintanevek a 2. tablazat azonositoit jelolik.
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2.1.4. Diszkusszio

A Nymphaea lotus var. thermalis harmadkori reliktum statuszat filogenetikai
¢s filogeografiai eredményeink tekintetében értékeltiik tjra. A harmadkori
reliktum statusz feltételezi, hogy a piispokfiirdéi populacid €s az afrikai
novények legkozelebbi kozos Ose koriilbeliil kétmillio évvel ezeldtt 1étezett. A
detektalt kozel allandd speciacids rata fliggvényében ez jelentds genetikai
tavolsagot feltételez az afrikai torzsalak és N. lotus var. thermalis kozott,
koriilbeliil akkorat, mint a N. lotus és N. pubescens fajparok esetében, amelyek
izolacigja becsléseink alapjan koriilbeliil 2,75 millio évvel ezeldtt kdvetkezett
be. Habar a speciaciods rata a dolgozatban bemutatott mddja vita targyat képzi
(Moore és mtsai., 2016; Rabosky és mtsai., 2017), a végs6 konkluzi6 abban az
esetben is értelmezhetd, ha az esetleges alulmintazottsag vagy a hasznalt
markerek viszonylagosan kis felbontdsa miatt nem tudtuk detektdlni a
speciacios rata valtozasait. Ennek oka, hogy a legjelentdsebb genetikai
tavolsagot a nyugat-afrikai Nymphaea zenkeri és a fennmaradd N. lotus
populaciok kozott fedeztiik fel, amelyek legkdzelebbi kozds dse koriilbeliil
1,26 millio évvel ezeldtt létezhetett €s izolacidja eredményeink alapjan
megelézi a Nymphaea lotus var. thermalis elvalasat. Az afrikai populaciok
filogeografiai mintdzata latszolag a Hewitt (2004b) altal bemutatott f6
refugiumokbol eredd leszarmazasi dgakkal lehet Osszefiiggésben, aki tobb
szerz0 munkdja nyoman Osszegezte a kontinens filogeografiai mintdzatat. A
nyugat-afrikai populdciok tobb esetben jelentds genetikai tavolsagra voltak
taldlhatéak a kelet- és dél-afrikai kladoktol. Habar jelen dolgozatban nem
vizsgalhato egyértelmiien a nyugat-afrikai populacié taxondmiai helyzete a kis
mintaszdm ¢és a markerek viszonylag kis felbontdsa miatt, ez az elvalas
ellentmondhat Verdcourt (1989) taxonémiai véleményének, aki a Nymphaea
zenkerit egy fiatal Nymphaea lotusszal azonositotta és tovabbi vizsgalatokra
adhat okot.

Meglepd moédon, a plispokfiirdéi populacidé mind az 06t, gyorsan

crer
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szarmazd mintaéval (6sszesen 2267 bp). Osszehasonlitasképp, a Nymphea
lotus és Nymphaea pubescens nrITS szekvencidiban 645 bazisparon 27
polimorf helyet fedeztiink fel (lotEgy és GenBank: FJ597743), valamint a
trnT-trnL szakaszon 1504 bp hosszt szakaszon kett6t (lotEgy és GenBank:
AM422043).

Eredményeink Osszhangban 4llnak Smolen ¢és Falniowski (2009)
molekularis filogenetika eredményeivel is, akik a plispokfiird6i éléhelyen
szintén eléfordulod, tercier reliktumnak vélt maradvanycsigat (Melanopsis
parreyssii) vizsgaltak. Tanulményuk a faj legkozelebbi rokonat a kozép-
europai meleg vizi forrasokban el6forduld folyamcsigaval (Fagotia acicularis
Férussac) azonositotta. Mig a M. parreyssii és F. acicularis izolacidja a
negyediddszak kezdetére tehetd, a Melanopsis costata Olivier joval régebbi
izolacigja a morfologia konvergenes evoluciojara utal. Tovabba,
paleontolégiai  bizonyitékok azt mutatjdk, hogy a M. parreyssii
héjmorfologidja atalakuldst mutat geoldgiai idéskalan, igy a bordazott
csigahdz tekinthetdé a meleg vizhez vald alkalmazkodas eredményének
(Stimegi és mtsai., 2012a). Ezenkiviil, Siimegi ¢és mtsai. (2012b)
paleodkologiai rekonstrukcidja alapjan a teriilet mérsékelt-ovi refugium
lehetett, mintsem szubtropusi jellegli és a M. parreyssii és F. acicularis
maradvanyaival rendelkezd rétegek a késé negyediddszaki rétegekben
lelhetdek fel.

A fentiek fényében a Nymphaea lotus var. thermalis harmadkori
eredetének hipotézise cafolhato. Habar a molekularis filogenetikai
eredményeink a populdcid kozelmultbeli eredetére utalnak, a megtelepedés
pontos ideje jelen adatok alapjan nem hatarozhaté meg. A Negrean (2011) altal
idézett kozépkori dokumentumok szerint a tavat mesterségesen hoztak létre a
XIV. szdzadban, ami feltételezi a faj 0j keleti betelepitését. Egy lehetséges
magyardzat lehet a Tuzson (1908) altal emlitett torokok altali betelepités a
t6rok hodoltsag ideje alatt, amikor az Oszman Birodalom Eszak-Afrikatol

Ko6zép-Eurdpaig terjedt ki. Mivel az Oszman Birodalom hires volt fiird6irdl és
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kertészetérol, joggal feltételezhetjiik, hogy a Nymphaea lotust diszndvényként
telepitettek Eurdpaba. Az elmélet értelmében azonban kérdéses, miért nem
talalhatjuk meg mas, a volt Oszman Birodalom teriiletére es6 termalvizekben
a novényt, ide értve a Balkan-félszigetet és Kis-Azsiat. Elképzelhetd a
vizimadarak tjan tortént betelepiilés epizoochér és endozoochdér mddon is.
Habdr a vadrécék és vadludak jelentds szerepet jatszhatnak vizindvények
propagulumainak terjesztésében (Clausen ¢és mtsai., 2002), kozvetlen
bizonyiték a Nymphaea ilyen modu terjesztésére nem all rendelkezésre (Green
¢s mtsai., 2002). A Nymphaea lotus Afrikdban potencidlis invaziv fajként van
szamon tartva, ahol a rizsf6ldeken rendkiviil gyorsan képes terjedni és képes
tulélni a rovid ideig tarto vizhianyt is (Khedr és mtsai., 1998). A faj potencialis
invaziv jellege valosziniileg hozzajarult europai megtelepedéséhez, azonban
valdszintileg a névény szamdra szuboptimalis klimatikus viszonyok miatt nem
terjedt el nagyobb Iéptékben. Habar eredményeink egyértelmiien
kozelmultbeli betelepiilésre utalnak, eléfordulhat, hogy soha nem talalunk
egyértelmli magyarazatot az N. lotus jelenlétére a Nagyvarad melletti
termalforrasban. Barmi is legyen a populacié pontos eredete, a Nymphaea lotus
var. thermalisra tovabbra is tekinthetiink ,kultarreliktumként” egyedi
eléfordulasa miatt. Mint ritka és endemikus valtozat, védettsége a Natura 2000
programban (31A0 Erdélyi hodforrasos tlindérrozsasok) tovabbra is
megalapozott.
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2.2. Molekularis filogenetikai bizonyitékok a Hepatica
transsilvanica harmadkori, allotetraploid eredetére

2.2.1. Irodalmi el6zmények

A Hepatica nemzetség hagyomanyosan az Anemoninae (Ranunculaceae) egy
kis nemzetségeként ismert, amely az alkalmazott taxondémiai koncepciotol
fliggden hét-kilenc fajt foglal magaba (Tamura, 1993; Weiss és mtsai., 2002).
A nemzetség taxonOmiai rangja vitatott; Hoot és mtsai. (2012) a Hepatica-t
egyesitette az Anemoneval, mig Jiang és mtsai. (2017) bizonyitotta, hogy az
Anemone s.1. (sensu lato, tdg taxondmiai értelemben) parafiletikus csoport és
kiilonvalasztotta a Hepaticat az Anemonidium, Keiskea és Omalocarpus
nemzetségekkel egyiitt, amelyet Liu ¢és mtsai. (2018) eredményei is
megerdsitettek. A Hepatica nemzetség részleges reprezentacidja a Pulsatilla
nemzetség rokonsagat feltar6 filogenetikai elemzésben (Sramko6 és mitsai.
2019a) a Hepatica és Pulsatilla legkdzelebbi kozos 0sét koriilbeliil 21,5 millid
évvel ezelbttre datalta. Tamura (1993) morfoldgiai elemzésének és a recens
filogenetikai eredmények értelmében - amelyek régmult beli elvalast
valoszintisitenek a Hepatica és az Omalocarpus + Anemonidium + Keiskea
kozott - a szlik értelemben vett Hepaticat (az egyéb felsorolt csoportok nélkiil)

kiilonall6 nemzetségként kezeltiik.

A Hepatica-n bellil két sectio ismert: a féként diploid (2n = 14), harom
részre tagolt, karéjos levelli Hepatica és a tilnyomorészt poliploid (2n = 28),
joval tagoltabb levell Angulosa (Zonneveld, 2010). A nemzetségre jellemzd,
hogy inter- és intrakontinentalis diszjunkt elterjedést mutat és a legtobb fajat
Eszakkelet-Azsiaban figyelhetjiik meg (Pfosser és mtsai., 2011). Az Angulosa
fajcsoport tagjai Kozép- és Nyugat-Kindban (Hepatica henryi Nakai és
Hepatica yamatutai Steward), Kozép-Azsiaban (Hepatica falconeri Thomson)

¢s Kozép-Eurdpaban (Hepatica transsilvanica Fuss) fordulnak elé. A H.
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transsilvanica elterjedési teriilete a Délkelet-Karpatokra, valamint a Kiikiill6i-
dombvidékre korlatozodik (Kliment és mtsai., 2016; Kovacs, 2019), mig a
nemzetség masik Europdban eléforduld, Hepatica sectiohoz tartozo faja, a
Hepatica nobilis Schreb. joval szélesebb elterjedésti, Europa nagy részén
megtalalhato (3. abra). A Hepatica sectio tovabbi fajai Kelet-Azsidban és

Eszak-Amerikaban 6shonosak.

Az Angulosa sectioba sorolhat6 fajok koziil egyediil a Hepatica falconeri
rendelkezik diploid kromoszémaszerelvénnyel. A csoport egyéb tagjainak
allopoliploid hibrid eredetét Weiss-Schneeweiss és mtsai. (2007) és Zonneveld
(2010) egybehangzoan bizonyitottak. E fajok foldrajzi elhelyezkedése,
valamint egyedi citotipusaik és additiv genomméretiik alapjan a Hepatica
transsilvanica legvaldszinlibb sziil6fajai a Hepatica nobilis és a H. falconeri
lehettek (Weiss-Schneeweiss és mtsai., 2007; Zonneveld, 2010). Bartha és
mtsai. (2014) a faj eredetét a sejtmagi genomban talalhatd additiv polimorf
helyek (additive polymorhic site - APS) alapjan vizsgalta. Az 4¢103 gén
szekvenciaiban felfedeztek olyan polimorf pozicidkat, ahol mindkét
valoszinlsitett sziilére jellemzd nukleotid egyforman megtalalhato.
Eredményeik megerdsitették a korabbi szerzok megfigyeléseit a H.

transsilvanica legvaldsziniibb sziil6fajaival kapcsolatban.

crcr

a Délkelet-Karpatok biogeorafiai jelentdségét egyes endemikus leszarmazasi
agak hosszu tava megOrzésében, ez a datum nem ismert. Az Angulosa sectio a
harmadkori reliktum Syringa josikaea (Lendvay ¢és mtsai.,, 2016) ¢és
kozelrokonai elterjedési mintazatahoz rendkiviil hasonld, diszjunkt elterjedést
A Hepatica transsilvanica hosszu tava eurdpai tulélésére bizonyitékot
szolgaltathat a modern filogenetikai mddszerek alkalmazasa. Tanulméanyunk
soran molekularis filogenetikai megkozelitést alkalmazva vizsgaltuk a H.
transsilvanica eredetét, két sejtmagi és két organellaris (plasztisz) 10kusz

elemzésével. A fajok filogenetikai viszonyain til figyelembe vettiik az egyes
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génfak alapjan becsiilt koaleszcenciaiddt is a H. transsilvanica eredetének
megitélése érdekében. A molekularis ora kalibralasahoz, fosszilis leletek
hidnyaban, itt is masodlagos datalast alkalmaztunk és mas, datalt filogenetikai
elemzésekkel kozos elagazasokat keresve hataroztuk meg a kalibracios
pontokat. A Ranunculaceae eddigi legatfogdbb filogenetikai elemzése (Wang
¢s mtsai. 2016) harom fosszilis kalibraciés ponton €s bayesidnus statisztikan
alapul. Wang ¢és mtsai. (2016) a Ranunculaceae és Berberidaceae legkozelebbi
kozos Osét a Leefructus mirus fosszilia alapjan 122,6 millio évesre
valdszintisitették. A Paleoacteae nagelii korat, amely az Actaea és Eranthis
kozos Osének feleltethetd meg, 56 millid évvel ezeldttre tették. A Myosurus
nemzetség korat legkorabbi maradvanyai alapjan legalabb 23,03 millié évvel
ezelottre dataltdk. Elemzéseinkben a kiilcsoport bevonasa nem csak a
filogenetikai torzsfa polarizacidjat szolgalja, hanem a Hepatica és az
Anemoneae tribusz fennmarad6 fajainak ko6zos dse masodlagos kalibracios
pontként szolgal a datalashoz, amely k6zos elagazas a Wang és mtsai. (2016)
altal bemutatott filogenetikai torzsfaval. Weiss-Schneeweiss és mtsai. (2007)
munkdja alapjan a Hepatica-n belilli speciacidos események viszonylag
fiatalok, jo résziik koriilbeliil harom millié évvel ezeldttre, a pliocén idejére
datalhat6. Elemzésiik azonban altalanos mutéacids ratan és egy geologiai
(kiils6) kalibracids ponton alapult, ezért - a szerzok altal elismerten - az
1zolacios események ideje O6vatosan értelmezendd (Isd. Diszkusszid), igy azt
nagyobb hibahatérral vettiik figyelembe. Az egyes gének koaleszcenicaideje
eltéré molekuléris evolicidjuk miatt kiilonbozd lehet, ami nem feltétlentil esik
a fajok elvalasanak idejével, de ezek egyiittes értelmezése segithet felderiteni

a hibrid speciaci6 iddbeli aspektusat.

Hipotézisiink értelmében, ha az egyes 16kuszok alapjan rekonstrualt
filogenetikai kapcsolatok ellentmondanak egymasnak, a faj allopoliploid
eredetét valoszintsithetjiik, amely esetben azonosithatéak a sziil6fajok
(Wendel & Doyle, 1998). A H. transsilvanica autopoliploid eredete esetében -
mivel a poliploid allélok ugyanazon fajbdl szdrmaznak - arra szamitottunk,

hogy a génfdk ugyanazon pozicioba, a legkdzelebbi fennmaradt testvérfaj
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mellé helyezik a H. transsilvanicat. Az izolacié idépontja mindkét esetben
hozzajarulhat a Karpatok biogeografiai relevancidjanak feltarasahoz ¢és

ravilagithat a foldrajzi régio szerepére a genetikai valtozatossag megorzésében.

2.2.2. Anyag és modszer

Mintazas és laboratoriumi munka

Terepi mintazasunk a Hepatica transsilvanica elterjedési teriiletére és két
legvaldsziniibb sziilofajara (Weiss-Schneeweiss és mtsai., 2007; Bartha és
mtsai., 2014), a Hepatica nobilis-re és Hepatica falconerire 6sszpontositott (4.
tablazat, 3. abra). Minden populacio egy-egy egyedét elemeztiik, kivéve a H.
nuklearis DNS régiok elemzésébe. A mintdkat szilikagélben tartositottuk és
szobahdémérsékleten taroltuk (15-25 °C) a DNS kivonas eldtt. Az azsiai
taxonokat egyes elemzésekben a Hepatica asiatica Nakai és Hepatica henryi

(Oliv.) Steward GenBanken elérhetd szekvencidi alapjan reprezentaltuk (4.

tablazat). Kiilcsoportként az Anemone multifida Poir. és az Anemone sylvestris
L. fajokat vontuk be.

3. abra A Hepatica transsilvanica eredetének vizsgalata soran hasznalt
mintdk. Az egyes fajok elterjedési teriilete Meusel ¢és mtsai. (1965) alapjan van
feltiintetve. A kék szin a Hepatica nobilis, a fehér szin a Hepatica

transsilvanica és a bordé szin a Hepatica falconeri elterjedési teriiletét jelzi.
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4. tablazat. A Hepatica transsilvanica eredetének vizsgalata soran

letes adataik.

és rész

r

felhasznalt mintak

Minta

Faj azonosite  Elhely nriTS MLH1 accD-psal  trnLintron  trnL-trnF
Im%ﬂ_om 1 RO: Bihar, Diéfds ~ MK550972° MT276401 MK551080° MK564172°  MT276421
noniis
2 M_m_ﬁwmwwam_%m, MT276393 MT276400 MT276408 MT276414  MT276420
3 IT: Genova, Vobbia ~ MT276394  MT276402 MT276400 MT276415  MT276422
4 ES: Terual, Pitarque  MT276395  MT276403  MT276410 MT276416  MT276423
Hepatica 1 RO: Hargita, MK550971° MK564173° MT276413 MKS564171°  MT276426
transsilvanica Csikszépviz
2 RO: Vajdahunyad,  ni1o76399  MT276407 - MT276419  MT276427
Hatszeg
3 RO: Brasso, MT276398  MT276406 MT276412 MT276418  MT276425
Kiralyké
Hepatica 1 KZ: Raiymbek, MT276396 MT276404 MT276411  MT276417  MT276424
falconeri 2 Saty MT276397  MT276405 - - -
Hepatica R FJ597993* - - - -
asiatica
ImUm.:Om _ >_<_N®NN©O+ _ _ _ _
henryi
Anemone DE: Chemnitz MK551023° MK564174° MK550918" MK551026° -
multifida (Botanikus kert)
Anemone HU: Budapest, MK551024° MK564175° MK550919° MK551027° -
sylvestris Svab-hegy

*Kim és mtsai. (2009); *Pfosser és mtsai (2011); “Sramko és mtsai. (2019a)
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Az nrITS régidt széles korben alkalmazzédk ndvényi filogenetikai
kutatdsokban (Baldwin és mtsai., 1995) és a hibridizacid, valamint poliploid
speciacid vizsgalatara alkalmas szakaszként tartjdk szamon (Wendel, 2000).
Az nrITS elemzésénél azonban fontos figyelembe venni, hogy mivel akar tobb
szaz kopiat talalhatunk beldle a sejtmagi genomban, az sszehangolt evolicid
(’concerted evolution’) idével homogenizalja az egyes kopiakat (Alvarez &
Wendel, 2003; Bailey és mtsai., 2003).

Mivel az 6sszehangolt evolucio torzithatja a filogenetikai szignalt és nem
bizonyosodhatunk meg teljességérdl (Alvarez & Wendel, 2003, Feliner &
Rossello, 2017), feltételezett 6si poliploidizacio esetén az nrlITS kiegészitendd
mas, lehetdleg kis kopiaszamu sejtmagi markerekkel, amelyek kevésbé
érzékenyek az 0sszehangolt evoluciéra (Sang, 2002). A MutL1 homolég gén
(MLH1), amely egy DNS hibajavité enzimet kodol, dokumentaltan egy
képiaban fordul el szdmos zarvatermd sejtmagi genomjaban (Zhang és mtsai.,
2012). A Pulsatilla nemzetség filogenetikai vizsgalata soran (Sramko és mtsai.,
2019a) bebizonyosodott, hogy alkalmas a leszarmazasi viszonyok feltarasara
ebben a rokon nemzetségben, igy ezt a nuklearis régidt hasznaltuk az nrITS

mellett a Hepatica transsilvanica eredetének rekonstrukciojara.

Az anyai leszarmazési vonal azonositdsdhoz a szakirodalomban gyakran
hasznalt plasztisz intergénikus szakaszokat és intronokat vizsgaltunk. A
célcsoport egy-egy egyedének vizsgalataval ("H. nobilis 4°, "H. transsilvanica
2’, H. falconeri 1’) polimorf helyeket kerestiink a #nL-trnF nem kodolo
intergénikus szakaszon beleértve a trnLUAA intront, valamint a ftrnH-psbA,
petA-psb], psbM-trnD és accD-psal régidkban. Az eldzetes eredmények utan
a trnL-trnF ¢és az accD-psal szakaszok szekvencidit elemeztiik a teljes

adatsoron, mivel a tobbi emlitett régié nem tartalmazott polimorf poziciokat.
A genomi DNS-t az E.Z.N.A. Plant DNA DS Mini Kit (Omega Bio-

Tek, Norcross, GA, USA) hasznalataval izolaltuk a gyart6 utasitasait kdvetve.

A PCR-eket az el6zéekben bemutatott mddon hajtottuk végre az nrITS és a
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plasztisz 16kuszok esetében, amelyhez a primer informacidkat az 5. tablazat
tartalmazza. Az MLH]1 esetében a Phusion, igynevezett 'proofreading’
polimerdz enzimet hasznaltuk a nagyobb pontossag érdekében. Ez a reakcio
1% Phusion High Fidelity Hot Start II reakciopuffert (Thermo Fisher
Scientific, Inc,, Carlsbad, CA, USA), 0,2 mM dNTP-t (Thermo Fisher
Scientific, Inc,, Carlsbad, CA, USA), 25 mM MgCl,-t (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), 0,25 mg szarvasmarha-szérumalbumint (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), 0,2 uM primert és 0,03 U Phusion High Fidelity Hot Start 11
DNS-polimeraz enzimet (Thermo Fisher Scientific, Inc,, Carlsbad, CA, USA)
¢és 25 ng DNS templatot tartalmazott. A reakcié koriilményei megegyeztek a
korabban nrITS-nél hasznaltakkal, kivéve, hogy a primer bekotési
hémérséklete 57 °C-ra €s a denaturacié homérséklete 98 °C-ra volt allitva. A
sikeresen amplifikalt PCR-termékeket kereskedelmi szolgaltatas segitségével
(Macrogen, Inc., Széul, Dél-Korea) szekvenaltuk. Az eléallitott
szekvenciakat nyilvanossa tettiik az NCBI nukleotid adatbdzisdban (4.
tablazat).
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5. tablazat A Hepatica transsilvanica eredetének vizsgalatanal felhasznalt

PCR primerek.

DNS régi6 Név Szekvencia (5" - 3") Forras

ITS1A GACGTCGCGAGAAGTCCA Gulyés és mtsai., 2005
nriTS

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White és mtsai., 1990

MLH_520fw TTAGAGGAGAAGCATTGGC Sramko és mtsai., 2019
MLH1

MLH_900rv GTCTTCCTTCGAGCCGTC Sramko és mtsai., 2019

psbAF GTTATGCATGAACGTAATGCTC Sang és mtsai., 1997
trnH-psbA

trnHR CGCGCATGGTGGATTCACAAATC Sang és mtsai., 1997

psbMF AGCAATAAATGCRAGAATATTTACTTCCAT  Shaw és mtsai., 2005
psbM-trnD

trnDR GGGATTGTAGYTCAATTGGT Shaw és mtsai., 2005

TabC CGAAATCGGTAGACGCTACG Taberlet és mtsai., 1991
trnL intron

TabD GGGGATAGAGGGACTTGAAC Taberlet és mtsai., 1991

TabE GGTTCAAGTCCCTCTATCCC Taberlet és mtsai., 1991
trnL-trnF

TabF ATTTGAACTGGTGACACGAG Taberlet és mtsai., 1991

petA AACARTTYGARAAGGTTCAATT Shaw és mtsai., 2007
petA-pshJ

pshJ ATAGGTACTGTARCYGGTATT Shaw és mtsai.,2007

accD_769F GGAAGTTTGAGCTTTATGCAAATG Small és mtsai., 1998
accD-psal gy 75R AGAAGCCATTGCAATTGCCGGAAA Small és mtsai., 1998
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Adatelemzés

Mivel valdsziniisithetd a célfajunk hibrid eredete, a nyers szekvencidkban nem
csak egyértelmii szekvenalasi hibdkat kerestiink, de kiemelt hangstlyt
forditottunk az additiv polimorf helyekre is a nuklearis markerekben. A
szekvencidkat a MUSCLE v.3.8.31-el (Edgar, 2004) illesztettiilk, majd a
sejtmagi szekvencidk legvaldsziniibb haplotipusait a PHASE v.2.1.1
(Stephens, 2001; Stephens & Scheet, 2005) alkalmazasaval allapitottuk meg,
amely bementi és kimeneti formatumat a SeqPHASE webszerveren
(https://eeg-ebe.github.io/SeqPHASE/, Flot, 2010) alakitottuk at. A PHASE

v.2.1.1 bayesidnus statisztikat hasznal a legvaldszinlibb haplotipusok

becslésére. Az elemzést harom fiiggetlen ismétléssel futtattuk alapértelmezett
paraméterekkel, kivéve az ismétlések kozott eltéré random seedeket (-S
paraméter) és ismétlésenként 6t futdsbol (-x 5) a legvaldszinlibbet vettiik
figyelembe, valamint minden futasnal 10000 iteraciot vettiink alapul (-X 100).
Minden olyan esetben, ahol dupla csucsot figyeltiink meg, két kiilonb6zo
haplotipus volt azonosithat6 az egyedeken beliil, amelyeket a késdbbiekben ’a’
és b’ jeloléssel kiilonboztettik meg. Az nrlTS és MLH1 esetleges
rekombinacids eseményeit PHI teszttel (’Pairwise Homoplasy Index’ - Bruen
¢és mtsai., 2006) deritettiik fel a SplitsTree v.4.14.4 (Huson & Bryant, 2006)
programban. A SplitsTree v.4.14.4 segitségével a sejtmagi szakaszok alapjan
rekonstrudltuk a mintdk ’NeighborNet’ halozatat. A NeighborNet olyan
filogenetikai halozat, amely nem kényszeriti dichotomidba az egyes
elagazasokat és felderithetéek vele az egyes retikulacios események (Bryant &
Moulton, 2004). Mivel a retikulacio és a filogenetikai bizonytalansag hasonlé
képet mutathat, a feltételezett retikulacios események vizsgalata ajanlott egyéb
modszerekkel is (Bryant & Moulton, 2004). A SplitsTree v.4.14.4 elemzéshez
az ’uncorrected p’ genetikai tavolsdgot hasznaltuk, ami a szekvenciaillesztés

eltérd pozicionak ardnya alapjan szamitja a paronkénti genetikai tavolsagot.

A vizsgalt genetikai régiok molekuldris evolucidja nagyban eltérd lehet,

hibrid speciacié esetében azok Osszeflizése ¢és egyidejii elemzése a
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feltételezhetd retikulacio miatt nem célszeri. A kiilonbozo eredetii 16kuszokon
felfedezhetd ellentmonddsos szigndl eredményezheti a rekonstrudlt
filogenetikai torzsfa felbontdsdnak hianyat. A filogenetikai kapcsolatok
pontosabb értelmezése érdekében az egyes génfak alapjan kiilon vizsgaltuk a
filogenetikai mintazatokat és a fellépd topoldgiai konfliktust értelmeztiik a
hibrid specidcio fliggvényében. Ez aldl a plasztisz szekvencidk képeztek
kivételt, amelyek szorosan kapcsoltan oroklodnek ¢€s egy egységként
evolvaldédnak (Mogensen, 1996), igy a trnL-trnF és az accD-psal lokuszokat
egy egységként kezeltiik a tovabbiakban (plasztisz adatsor).

A célfajok kozotti filogenetikai viszonyt "Maximum Likelihood’ (ML)
¢s bayesianus statisztikai alapokon rekonstruéltuk. A ML elemzéshez a PhyML
3.0 (Guindon ¢és mtsai, 2010) webszervert (http:/www.atgc-

montpellier.fr/phyml-sms/) hasznaltuk, amely képes a legjobban illeszkedd

nukleotid szubsztiticiés modell automatikus kivalasztasara (’Smart Model
Selection” — SMS v.1.8.4) (Lefort és mtsai.,, 2017). Az elagazasok
tdmogatottsagat a nem parametrikus Shimodaira-Hasegawa teszt (SH-aLRT)
€s bootstrap (bs) mddszer mellett a parametrikus aBayes modszerrel is
megbecsiiltik. Habar a nem parametrikus tesztek konzervativabbak,
robosztusabbak lehetnek (kiilondsen az alLRT), ha nem teljesiil a ML minden
elozetes feltétele (Anisimova €s mtsai.,, 2011). A bootstrap tdmogatottsagi
értekeket 1000 ismétlés utan allapitottuk meg. Csak azokat az 4gakat
értelmeztiik, amelyeket legalabb két statisztikai modszer alapjan tdmogatottak
voltak (SH-aLRT vagy aBayes > 0,95% ¢és bs > 70% = 700 ismétl¢s).

Az egyes génfak koaleszcenciaidejét a BEAST v.2.6.1 segitségével
becstiltiik meg (Bouckaert €s mtsai., 2019) kiilon az nrITS, MLH1 és plasztisz
adatsorokra vonatkozoan. A molekuléris 6ra allandosaganak valoszinliségét
(’strict clock’) tgynevezett 'nested sampling’ (NS) moddszerrel (Russel és
mtsai., 2018) teszteltiik a korreldlatlan molekularis 6ra ("uncorrelated relaxed
clock’) valoszinlisége ellenében. A modszer nagy statisztikai erével képes

megbecsiilni az optimalis paramétereket Bayes faktorok (BF) 6sszehasonlitasa
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segitségével. A NS 10 aktiv mintdzasi pontot haszndlt a poszterior eloszlas
felderitésére. Egy 0jabb aktiv pont 1étrehozéasa legalabb 10 millié generaciot
igényelt, a maximalis generdciok szama 100 milli6 volt. Az optimalis
szubsztiticios modell hasznalatdt a BEAST v.2.6.1 automatikus
modellszelekcidjaval (bmodeltest v.1.2.1, Bouckaert & Drummond, 2017)
biztositottuk az Osszes analizisben. A bayes faktort a logaritmikusan
kozotti BF esetén nem tdmogatottnak, 0,5 - 1,3 kozott timogatottnak, 1,3 - 2,2
kozott erésen tamogatottnak, efelett pedig feltétleniil tdimogatottnak fogadtuk

el a magasabb valdszintiségli modell alkalmazésat.

A masodlagos datalashoz Wang és mtsai. (2016) eredményei alapjan a
filogram gyokerére normal eloszlast priort helyeztiink, amelynek éatlaga 27,6
millio év volt (szigma szérasparaméter = 1,4). Ez az idOpont és a Hepatica és
az Anemoneae tribusz fennmaradé fajaink legkdzelebbi kozos 0Osének
feleltethetd meg (Wang és mtsai., 2016). A Weiss-Schneeweiss és mtsai. (2007)
altal bemutatott becsléseket a leirtaknal nagyobb hibahatarral alkalmaztuk és a
Hepatica nemzetség kozos 0Osét 10,4 millio évvel ezelottdl a jelenig
valoszintsitettiik egy normal eloszlasi prior paraméter segitségével (atlag =
3,0, szigma = 4,0). A ML 4ltal rekonstrualt torzsfakat kiindulési topologiaként
hasznaltuk, de az ott feltart viszonyok fixalasa nélkiil. A BEAST v.2.6.1-et
kétszer futtatuk 500 milli6 generacion at, amelybdl minden 6tvenezrediket
vettiink figyelembe. A plasztisz régiokra kiilon szubsztiticios modellt
valoszintsitettiink, de a két régio molekularis 6rajanak sebességét €s a torzsfa
futas utan a korabban bemutatott modon értékeltiikk, azonban a modszer
elényeit kihasznéalva ebben az esetben vizsgaltuk a torzsfatopologidk 95%-os
denzitas intervallumat is (95% HPD). Ehhez a TreeLogAnalyser v.1.10.4
(Suchard ¢és mtsai., 2018) szoftvert hasznaltuk, amely a kiilonb6zo, de
hasonldan valoszinii torzsfatopologiakat hivatott bemutatni. Tesztelendd, hogy
az MLH1 adatsorban felfedezett *a’ és ’b’ kopiak egyiittes elemzésének hatasat

a topoldgiara és koaleszcenciaiddkre, két jabb BEAST v.2.6.1 elemzésben
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fixaltuk és a fent bemutatott mdédon NS és bayes faktorok segitségével
becstiltik meg a valdszinlibb leszarmazast. Az elsé topologia a Hepatica
nobilis és Hepatica transsilvanica monofiletikussadgat valosziniisitette, a
masodik pedig a Hepatica falconerit tételezte fel a Hepatica transsilvanica
testvérfajanak.

2.2.3. Eredmények

Az nrITS illesztése 568 nukleotidbdl 4llé adatsort eredményezett, amibdl 90
pozicid bizonyult polimorfnak és 58 informativnak. A belcsoporton beliil
(Hepatica) 19 variabilis és 10 informativ pozicid azonositottunk Az nrITS
szekvencidkban dupla csucsot (ahol két, kiilonb6zd nukleotid azonos eséllyel
fordulhat eld) csak a 'H. transsilvanica 2' mintdban figyeltiink meg (6.
tablazat), ami nem bizonyult additiv polimorfizmusnak, viszont 1.0
(maximalis) valdszinliséggel azonosithatd volt a haplotipusa. A PHI statsztika
nem valdszinlisitett rekombindcids eseményt sem a teljes adatsoron (p =
0,888), sem a belcsoporton beliil (p = 0,96).

Az MLH1 matrix 318 bp hosszu volt, ebbdl 47 polimorf és 24 informativ
nukleotidot azonositottunk a teljes adatsorra nézve. A Hepatica-n belill kilenc
polimorfizmusb6l nyolc bizonyult informativnak. Az MLH1 szekvencidk
esetében négy dupla csucsot figyeltiink meg a nyers szekvencidkban, ezek
mindegyike Hepatica transsilvania mintakban volt felfedezhetd (6. tablazat).
A PHASE fiiggetlen ismétlései ugyanazokat a haplotipusokat azonositottak,
legalabb 0,96, legfeljebb 1,0 valoésziniiséggel, kivéve egy egyedi
polimorfizmust a "H. transsilvanica 3’ mintdban, amelynek haplotipusait 0.50
valoszintiséggel sikeriilt megallapitani, ezt a tovabbiakban ITUPAC koddal
lattuk el. Két pozicié mutatott additiv polimorf jelleget, itt a Hepatica nobilis-

ra és Hepatica falconerire jellemz6 polimorfizmust figyeltiikk meg. Az additiv

32



csucsok koziil egy kovetkezetesen eldfordult az Osszes H. transsilvanica
mintadban, mig a masikat a "H. transsilvaica 2’ és "H. transsilvanica 3’ mintaban
figyeltiik meg. A PHI teszt itt sem utalt rekombinaciora sem a teljes adatsoron
(p =0,055), sem a belcsoporton beliil (p = 1.0).

6. tablazat A megfigyelt polimorfizmusok a sejtmagi szekvencidkban a
Hepatica transsilvanica eredetének vizsgalata soran. A félkovérrel szedett

oszlopok additiv polimorfizmust mutatnak.

DNS régio nriTS MLH1
pozicid 35 41 170 213 216
H. nobilis 1 G C A G C
H. nobilis 2 G C A G C
H. nobilis 3 G C A G C
H. nobilis 4 G C A G C
H. transsilvanica I G C R R C
H. transsilvanica 2 R C R R Y
H. transsilvanica3 G Y R R Y
H. falconeri 1 G C G G T
H. falconeri 2 G C G G T
H. asiatica G - - - -
H. henryi G - - - -

A plasztisz (trnL-trnF + accD-psal) adatsor illesztett hossza 1275 bp
volt. A teljes adatsor 33 varidbilis és 30 informativ pozicidt tartalmazott, mig
a belcsoportban felfedezett nyolc polimorfizmusb6l négy bizonyult

informativnak.

A NeighborNet elemzés mindkét sejtmagi lokusz alapjan nagy genetikai
tavolsagra helyezte a kiilcsoportot (4. abra). Az nrITS esetében (4.A abra) a
belcsoporton beliil egy kdzponti ,,doboz-szerli” (Bryant & Moulton, 2004)
hurkot figyeltiink meg. A belcsoport mindharom faja elkiiloniild egységet
alkotott, habar a genetikai tavolsag viszonylag alacsonynak mutatkozott. A "H.

transsilvanica 2’ haplotipusai (az egyetlen minta, amely nrITS szekvencigjaban

33



dupla csucsot figyeltiink meg) latszolag a Hepatica falconerihez All
legkozelebb. Az MLH]1 illesztés joval nagyobb szamu retikulacidra utald
struktarat tart fel (4.B abra), mind a kiilcsoport és belcsoport, mind a
belcsoport mintai kozott. A Hepatica transsilvanica *a’ kdpidi egy csoportot
alkotnak, amelyek a b’ kopidkhoz allnak legkdzelebb. A "H. transsilvanica 1b’
kopia koriilbelill egyenld genetikai tavolsagra talalhato az *a’ kdpidk a és a "H.
transsilvanica 2b’ / ’H. transsilvanica 2b’ haplotipusai kozott, utobbiak a
Hepatica falconerihez allnak legkozelebb. A Hepatica nobilis 1atszolag nagy
genetikai tavolsagra talalhatd a maésik két elemzett faj mintaitdl, azonban

szamos retikuldciora utal6 €l fedezheto fel az egyes mintak kozott.
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nriTS

0.01

H. transsilvanica 1
H. transsilvanica 2b_ |H. transsilvanica 3

H. transsilvanica 2a
H. falconeri 1
H. falconeri 2 H. nobilis 1

H. nobilis 3
H. nobilis & H. nobilis 2

A. sylvestris

MLH1

A. multifida

H. nobilis 3
H. nobilfis 1
H. nobilis 2
H. nobilis 4

H. transsilvanica 2a
H. transsilvanica 3a

H. transsifvanica la ,
H. transsitvanica 1b H. falconeri 2
H. transsilvanica 2b H. falconeri 1

H. transsifvanica 3b

4. abra A Hepatica transsilvanica eredetének feltdrasanal hasznalt sejtmagi
lokuszok filogenetikai halozata (’NeighborNet’). Az egyes mintdk kozti
genetikai tdvolsadg ardnyos az eltérd poziciok szaméval az illesztésben, a
,»doboz-szerli” (Bryant & Moulton, 2004) hurkok retikulacios eseményekre

vagy filogenetikai bizonytalansagra utalhatnak.
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A PhyML Aaltal rekonstrudlt génfak mindegyike nagy bizonyossaggal
kiilonitette el a kiilcsoportot, de a Hepatica transsilvanica pozicidja

ellentmondasosnak bizonyult (5. abra).

A modellszelekcio (SMS v.1.8.4) a GTR szubsztiticiés modellt
Ebben az elemzésben elsdként a Hepatica asiatica és Hepatica henryi volt
elkiilonithetd nagy tdmogatottsaggal testvérfajokként. A Hepatica nobilis
mintdi egymastol kis genetikai tdvolsadgra helyezkedtek el, metafiletikus
csoportot alkottak, amely elvalasat csak az SH-aLRT tamogatta. A Hepatica
falconeri és Hepatica transsilvanica nagy tamogatottsaggal kiiloniilt el az
elébbi taxonoktol (5.A abra).

Az MLHI1 adatsoron a HKY85 + G szubsztiticiés modell tint a
legval6sziniibbnek. A Hepatica transsilvanica két haplotipusat (H.
transsilvanica *2b’ ¢és ’3b’) genetikailag a Hepatica falconerihez talaltuk
legkozelebb. A torzsfa vége felé haladva atmeneti csoportot alkot a H.
transsilvanica négy haplotipusa ("H. transsilvanica 1b’, "H. transsilvanica la —
3a’), elvalasukat az SH-aLLRT és az aBayes statisztika is timogatta. A Hepatica
nobilist viszonylag hosszabb dgon talaljuk magas statisztikai timogatottsaggal.
Osszegezve, az MLH1 szekvencidk alapjan a H. tramssilvanica sszes
haplotipusa értelmezhetd a feltételezhetd sziiléfajok kozott elhelyezkedd
kozbensd csoportként, bar egyes agaknak viszonylag alacsonyabb a statisztikai

tamogatottsaga (5.B abra).

A plasztisz adatsor legjobban illeszkedd nukleotid szubsztitlicios
modellje a GTR + G volt. Minden fajhoz vezetd ag magas statisztikai
tamogatast kapott. Bar a Hepatica transsilvanica és a Hepatica nobilis fajok
testvér taxonokként azonosithatdak, e klad monofiletikussagat kizarolag az
SH-aLRT teszt timogatta (5.C abra).
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A . H. falconeri 2
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.| PH. transsifvanica 2b
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1/189.1
—_07 voawes 7 Y H. nobilis 4
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H. nobilis 3
-H. nobifis 1
b 1/0.9587.9 ‘_EH' asiatica
H. henryi
A. sylvestris
/14100 Y
A muttifida
B H. nobifis 1
H. nobifis 2
LLss T AH. nobifis 4
MLH1 —H. nobifis 3
1 760376
vossaraf-] | transsitvanica 3a
woorary| M. transsilvanica 2a
H. transsflvanica la
L/0.EL/51 .
H. transsilvanica 1b
H. transsifvanica 2b
02 H. transsifvanica 3b
11599

H. falconeri 2
H. falconeri 1
A. sylvestris

A. multifida

accD-psal + trnlL-trnF

11100

H. nobifis 2

H. nabitis 1

B2:lH. nobilis 4

H. nobilis 3

. transsilvanica 3

140 9%/69 7

170.89772.4 H. transsifvanica 2

117100

H. transsifvanica 1

H. falconeri 1

I—A. sylvestris

I—A. mulftifida

5. abra A 'Maximum Likelihood' (ML) mddszer alapjan rekonstrudlt (A)
nrlTS, (B) MLH1 és (C) plasztisz génfak. A statisztikai tdmogatottsag SH-

alLRT/aBayes/bs sorrendben van feltiintetve az agak f6lott.
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Az nrITS esetében az allandd molekuléris 6ra modellje jol illeszkedett
az adatsorra, mig az MLH1 adatsor esetében ennek meglétét elvetettiik ¢és a
korrelalatlan molekularis orat hasznaltuk (7. tablazat). Mindkét adatsor
esetében a valdszinliség szérdsa joval kisebb volt, mint az allandd és
korrelalatlan  molekularis  6rat haszndld6 modellek  valdszinliségét
Osszehasonlito bayes faktor (BF) értékénél. A plasztisz adatsor esetében nem
tudtuk egyértelmiien megallapitani, melyik molekularis 6ra modell illeszkedik
jobban az adatsorra, mivel a valoszinliségi értékek szorasa nagyobb volt, mint
a két modellt 6sszehasonlitdo BF fele (7. tablazat). Ebben az esetben a jobb
valosziniiséggel rendelkezd korreldlatlan molekuléaris 6ra hasznalata mellett

dontottiink.

7. tablazat Egyes molekularis 6ra modellek illeszkedésének valosziniisége a

harom fliggetlen 10kuszbdl szarmazoé adatsorokra.

Valésziniiség
Molekularis ('log marginal Bayes
DNS régio o6ra modell likelihood") SD Faktor
korrelalatlan
(‘uncorrelated -2769,613 0,968 1070,209
ITS relaxed")
allando -1699,404 6,059
korrelalatlan
(‘uncorrelated -755,216 3,086 72,309
MLH]1 relaxed')
allando -827,525 1,806
) korrelalatlan
plastid  (yncorrelated  -1881,764 1,305 2,434
(accD-psal relaxed')
+ trnL-trnF
mLAE) 4 ands -1884,198 1,298

Az nrlTS szekvencidk alapjan rekonstrualt torzsfa topologiak 95%
poszterior denzitdsintervalluma Gsszesen 24  kiilonb6z0  topologiat
reprezentalt, a torzsfak gerincének struktirdja minden esetben megegyezett

(6.A abra). A kiilcsoport elvalasanak idépontjat 29,4 millio évvel ezeldttre
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(95% HPD = 27,5-31,4) becsiiltik. A Hepatica-n beliil az elsé elagazas a
Hepatica asiaticat és Hepatica henryit kiiloniti el, amelyek koaleszcenciaideje
a nemzetség fennmarado fajaival 6,7 milli6 év (95% HPD = 4,3-9,7), ami a
miocénre tehetd. A kdvetkezo izolacios esemény 5,2 millié évvel ezeldtt (95%
HPD = 4,3-9,7) a Hepatica nobilist valasztja el. Az elemzés egy viszonylag
mély elvalast tart fel a H. nobilis-en beliil, mivel az nrITS kopidk kozds Ose a
3,8 millié évvel ezelétt, a pliocénben létezhetett (95% HPD = 1,4-6,2). A
Hepatica transsilvanica testvérfajként keriil a Hepatica falconerivel egy agra,
a kopidk kozos dse koriilbeliil 3,2 millio évvel ezel6ttre datalhatd (95% HPD
= 3,0-7,8). A hasonldan valészinii topologidk csak a H. transsilvanican beliil

nem mutattak egységes strukturat.

Az MLH1 szekvencidk ugyanazon elemzése 15 egyedi torzsfat
tartalmazott, és két kiilonboz6 gerinc topologiat tart fel (6.B abra). A gyokér
becstilt kora 27,8 milli6 év volt (95% HPD = 25,9-29,8), a Hepatica kdpidinak
divergenicaja kortilbelil 6,4 millid évvel ezeldttre volt tehetdé (95% HPD =
3,1-10,0). A legvaloszintibb fat a 95% HPD topologidk 78%-a tamogatta és
helyezte el a kiilonboz6é Hepatica transsilvanica mintak ’a’ kopiait a Hepatica
nobilis testvéreként, ezek k6zos Ose 4,7 millid évvel ezelbttre datalthatd (95%
HPD = 2,1- 8,6). A fennmarad6 torzsfdk a H. nobilist testvércsoportként
azonositottak a belcsoport tobbi mint4jahoz képest €s a kozos 0s idépontjat 5,7
millié évvel ezeldttre (95% HPD = 2,4-8,6) dataltak. A H. transsilvanica ’b’-
vel jelolt haplotipusai egyértelmlien a Hepatica falconerihez keriiltek
kozelebb. Ezek koziil két kopia (‘H. transsilvanica 2b’ és ‘H. transsilvanica
3b’) monofiletikus egységet alkotott. A ‘b’ kopidk kozos Ose koriilbeliil 3,5
millié évvel ezel6tt 1étezhetett (95% HPD = 0,8-6,8), mig a ‘H. transsilvanica
2b’/’H. transsilvanica 3b’ és a H. falconeri haplotipusai a pliocén/pleisztocén
atmenet kozelében, koriilbeliil 2,4 milli6 éve valhattak el egymastol (95% HPD
=0,2-4,8).

A plasztiszszekvenciak elemzése Osszesen 24 egyedi torzsfat

crer
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fennmarado6 egyedi topologidkért felelds torzsfak a Hepatica nobilis-en beliil
tartalmaztak feloldatlan agakat (6.C abra). A kiilcsoport haplotipusainak
izolacidja 26,5 millio évvel ezeldtt kovetkezhetett be (95% HPD = 24,5-
28,40). A legvalosziniibb torzsfa és az egyedi topologidk 63%-a Hepatica
falconerit a Hepatica nobilis / Hepatica transsilvanica testvéreként helyezte
el, a kopidk legkozelebbi kozos dse a pliocénben 1étezhetett 3,5 millid évvel
ezel6tt (95% HPD = 1,8-5,4). Ebben az esetben a H. transsilvanica a pliocén
/ pleisztocén atmeneténél valhatott el a H. nobilis-t6l, korilbeliil 2,4 millio
évvel ezeldtt (95% HPD = 1,2-3,7), mig az alternativ topoldgia a H. falconeri-
t és H. transsilvanica-t helyezi egy viszonylag rovid agra és 3,2 millié évvel
ezel6ttre datalja kozos Osiiket (95% HPD = 1,5-4,9). ANS elemzés értelmében
a H. nobilis és H. transsilvanica monofiletikussdganak valoszinlisége -
1889,698 (SD = 1,534), mig a H. falconeri és H. transsilvanica testvérfajként
valé azonositdsanak valdszinlisége -1896,294 (SD = 1,580). A két modellt
Osszehasonlitd Bayes faktor értéke 6,595, ami a H. nobilis és H. transsilvanica

monofiletikussagat tdmogatja.
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6. abra A BEAST v.2.6.1 altal rekonstrualt génfdk és az izolacids
események idépontja az (A) nrITS, (B) MLH1 és (C) plasztisz adatsor alapjan.
Alegvaldsziniibb torzsfa piros szinnel van jeldlve, az egyéb valoszinil torzsfak
pedig vastag sziirke vonalakkal. A kalibraciés pontok csillaggal vannak
jelolve. Az izolé4cio ideje millid években van feltiintetve, az elvalas idejének
95%-o0s valoszinliségét sziirke vizszintes sav jelzi, amely csak minimum 50%-

os poszterior valoszinliség esetén van feltiintetve. Az dbra alatti idskala millid

években értendo.
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Az MLH1 ’a’ és ’b’ kopiainak kiilon torténd elemzése a Hepatica
transsilvanica ’a’ kopiait minden esetben a Hepatica nobilis testvéreként
azonositotta (7.A abra), mig az ’a’ és ’b’ kopiak egylittes elemzése esetében
ez a torzsfatopologiak 95% denzitas intervalluméanak 78%-aban volt igaz. A’b’
kopidk elemzésénél a *2b’ és *3b’ haplotipusok tovabbra is minden esetben a
Hepatica falconeri testvéreként voltak azonosithatéak (7.B abra), kozos Osiik,
igaz, korabbra datdlhato (atlag 2,4 millio év az Osszes minta elemzésének
esetén és 3,7 millid év csak a *b’ kopidk bevondsa esetén). A "H. transsilvanica
2b’ és ’H. transsilvanica 3b’ kopidk koaleszcenciaidejének 95% poszterior
denzitasintervalluma atfed, 0,2—4,8 millié év az 6sszes minta elemzésének
esetén és 0,2—5,6 millid év csak a ’b’ kopidk bevondsa esetén. Utdbbi eltérés
Osszefiiggésben 4llhat a ’H. transsilvanica 1b’ haplotipus bizonytalan
helyzetével (7.B abra), amely a torzsfak 95% denzités intervallumaban 60%-
ban azonosithato az els6 ledgazasként a Hepatica falconeri agéan, a fennmarado

40%-ban pedig a Hepatica nobilis testvérének tinik.
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7. abra A BEAST v.2.6.1 altal rekonstrudlt MLH1 génfék csak az ’a’,
illetve *b’ kopidk elemzése esetén. A legvaldsziniibb torzsfa piros szinnel van
jelolve, az egyéb valdszinii torzsfak pedig vastag sziirke vonalakkal. A
kalibracios pontok csillaggal vannak jelolve. Az izolaci6 ideje millio években
van feltiintetve, az elvalas idejének 95%-os valdszinliségét sziirke vizszintes
sav jelzi, amely csak minimum 50%-0s poszterior valdsziniiség esetén van

feltiintetve. Az abra alatti 1d6skala millio években értendo.
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2.2.4. Diszkusszio

Ezen tanulményunkban a Hepatica transsilvanica eredetét vizsgaltuk.
Nagyobb szami DNS région alapuld eredményeink egybevagnak korabbi
szerzOk (Weiss-Scheeweiss és mtsai., 2007) eredményeivel az itt vizsgalt fajok
filogenetikai helyzetét illetden. Az nrITS adatsor alapjan a Kozép- és Kelet-
Kindban 6shonos fajok (Hepatica asiatica és Hepatica henryi) kiilonallo, korai
leszarmazési agat képviselnek. Ebben az elemzésben az eurdpai taxonok
(Hepatica nobilis ¢és Hepatica transsilvanica) a kozép-azsiai Hepatica
falconerivel monofiletikus egységet alkottak. Az nrITS szekvencidk alapjan a
H. transsilvanica ¢és H. falconeri testvérfajoknak tekinthetéek. Ezzel
ellentétben, a plasztisz adatsor elemzése arra utal, hogy a H. transsilvanica a
H. nobilis-hez éll legkdzelebb és a H. falconeri az eurdpai fajok testvértaxonja.
Bar Zonneveld (2010) kis genommérete miatt a H. falconerit feltételezte a
nemzetség legésibb fajanak, a mi elemzésiink a Kelet-Azsiai fajok nrITS

kopidinak korabbi izoldcidja miatt nem tdmogatja ezt a hipotézist.

Az nrITS datdlt filogenetikai elemzése alatamasztotta Weiss-
Schneeweiss és mtsai. (2007) eredményeit, miszerint a pliocén fontos szerepet
jatszott a Hepatica nemzetség divergencidjdban, azonban a mi elemzéseink
korabban leirt idépontja szélesebb taxondmiai mintdzas alapjan, modszertdl
fiiggben (4,3-) 2,5 (—0,8) és (0,9-) 0,5 (—0,2) millio évvel ezeldttre datalhato,
mig becslésiink szerint ez a datum szlikebb mintazas alapjan koriilbeliil 6,7
millio évvel ezeldttre tehetd (95% HPD = 4,23-9,7). Hasonlo becslést értliink
el az MLH]1 szekvencidk alapjan, de a kelet-4zsiai fajok bevondsa nélkiil.
Tanulmanyunk és a korabban publikalt adatok kozotti eltérést az izolacios
események 1ddzitésében nemcsak a kiillonb6zd alkalmazott DNS régiok
okozhatjak, hanem a kiilonbozd stratégia és kalibracids pontok haszndlata is.
Weiss-Schneeweiss és mtsai. (2007) nrlTS €és matK szekvencidkon alapul6
adatsorukon altalanos mutécios rata és az Ullung-sziget (a Hepatica maxima

Nakai kizarolagos elterjedési teriilete) kora segitségével kalibralta a
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molekularis 6rat. Az Ullung-sziget kora egyarant értelmezhetd minimum ¢és
maximum korként is, ami potencidlisan bizonytalansdgot eredményezhet.
Ezenkiviil az NPRS (‘non-parametric rate smoothing’) és PL (‘penalized
likelihood”) mddszerek helyett bayesianus statisztikat haszndltunk a BEAST
v.2.6.1 segitségével és kalibracioés pontként Wang és mtsai. (2016) fosszilidk
altal kalibralt filogenetikai torzsfdjan valoszinisitett datumokat vettiik
figyelembe. Mindazonaltal, a Weiss-Schneeweiss ¢és mtsai. (2007) altal
alkalmazott datalasra iranyulé mddszerek nem vethetéek 6ssze kozvetleniil az
itt bemutatottakkal. A becslések pontatlansdga és a viszonylag kevés DNS

région alapuld elemzésekbol eredd bizonytalansag hatassal lehet az egyes fajok

crer

crer

koaleszcenciaidejének becslésére iranyultak. Ezzel egyiitt, a vizsgalatunkban
becsiilt daitumok atfednek mas, hasonld elterjedési mintazatot mutat6d fajok
speciacios eseményeinek idejével. Fosszilis bizonyitékok alapjan egyes
eurdzsiai léptékben feltinden diszjunkt elterjedést mutatd taxonok sokkal
sz€lesebb elterjedési teriilettel rendelkeztek a negyedidészak elott (Yokoyama
¢s mtsai., 2000; Lendvay és mtsai., 2016). Ezen eredmények a nemzetség
evolucios torténetének, beleértve a hibridizaciot is, €s a speciacié lehetséges

hajtoerdinek ujraértékelését siirgetik.

Erdemes megemliteni a Hepatica nobilis-en beliil az nrITS szekvenciak
alapjan felfedezett viszonylag mély elvalast (3,8 millio év, 95% HPD = 1,4—
6,2), amely a kozépsd pliocénnek felel meg. A H. nobilis, mint modellfaj,
filogeografiai vizsgalata az eurdpai mérsékelt éghajlati flora fontos
evoluciotorténeti aspektusait tarthatja fel, mivel a negyediddszak kezdetétol

folyamatosan jelen lehet Eurdpaban.

Fentiek fényében, a filogenetikai kapcsolatokat a nemzetség és egyes
fajok szintjén is érdemes lehet filogenomikai modszerekkel vizsgalni, amelyek
csekély genetikai differenciacid esetén is nagy biztonsaggal tarhatjak fel az

evolucios kapcsolatokat (pl. Sramko €s mtsai., 2019b; Twyford & Ennos, 2012,
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Andrews ¢és mtsai., 2016) és mivel rendszerint sok, rekombindlodo 16kuszon

crer

térképezhetdek fel a retikulacids események is.

Eredményeink a Hepatica transsilvanica allopoliploid eredetérdl
taniskodnak. A Weiss-Schneeweiss és mtsai. (2007) és Bartha és mtsai. (2014)
altal valoszintsitett hibrid eredetet alatdmasztja a faj mintainak inkongruens
filogenetikai pozicioja az nrITS és plasztisz adatsor alapjan (Wendel & Doyle,
1998). A filogenetikai halozaton retikulécio bayesianus statisztika segitségével
feloldhato volt. Az nrITS-ben megfigyelt struktirara valdsziniileg hatassal volt
az 0sszehangolt evolucio (Alvarez & Wendel, 2003; Bailey és mtsai., 2003),
amely a H. transsilvanica nrITS kopidit valoszintlileg a Hepatica falconerit6l
orokolt kopiakkal igyekszik egyezové tenni. Az MLH1 sejtmagi, alacsony
kopiaszami gén analizise lehetdvé tette a hibrid speciacio kozvetlen
tanulmanyozasat, mivel a két valdszintisitett dsi genombol szarmazo ‘a’ és ‘b’
kopidk két, a sziiléfajokkal asszocialhatd leszarmazasi agon helyezkedtek el.
Az ’a’ és ’b’ kopidk kilon torténd elemzése a legvalosziniibb torzsfa
kopiak inkongruens topoldgiai helyzete a nem szignifikans PHI teszttel egytitt
(p = 0,055 a teljes adatsoron, p = 1,0 a belcsoporton beliil) retikulacios
eseményre 1s utalhat. Az ‘a’ kopidk bizonytalan elhelyezése akar olyan
molekuléris evolucids folyamatokbdl is kovetkezhet (példaul génkonverzid),
amelyek az anyai génkopidk szekvencidjat az apai allélok felé toljak el. Az
elképzelést tdmogatja a filogenetikai halozat topologiaja is a feltételezhetd
retikulacios események feltérképezésével, kiilonds tekintettel a ’H.
transsilvanica 2b’ kopia helyzetének figyelembe vételével. Megjegyzendd
azonban, hogy a haldzat egyes €leinek hatterét, ahol ,,doboz-szeri” strukturat
figyelhetiink meg, nehéz azonositani. Az ilyen élek 6nmagukban utalhatnak
retikulaciora és filogenetikai bizonytalansagra is. Elképzelhetd, hogy az MLH1
haplotipusok parafilidgja egy harom millio éves génkonverzios esemény hil
abrazolésa egy allotetraploid fajban, de ennek egyértelmi bizonyitasa tovabbi

kisérleteket igényel, aminek biztosabb alapja lehet a teljes gén szekvencidja az
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itt felhasznalt intron szakasz helyett. A topoldgiai inkongruencia masik
magyarazata lehet a viszonylag kis mennyiségli polimorfizmuson alapuld
elemzés, amelyek esetleges ellentmondasa, vagy a leszdrmazési sorok nem
teljes levalogatodasa esetén egyes haplotipusok filogenetikai helyzete nem

hatarozhaté meg egyértelmtien.

A plasztisz adatsor elemzése alatamasztotta Weiss-Schneeweiss €s mtsai.
(2007) hipotézisét, miszerint a Hepatica transsilvanica anyai sziilje a
Hepatica nobilis lehet. Az nrITS elemzése alapjan valosziniitlennek tiinik,

hogy egy masik dzsiai taxon szerepet jatszott volna a H. tramssilvanica

------

[ SN4

elvalasa.

A Hepatica transsilvanica hossza tava jelenlétét a Délkelet-Karpatokban
eredményeink tamogatjak. A sejtmagi genetikai régiok fiiggetlen elemzése
alapjan a H. tramssilvanicara és a pollendonor sziiléfajara (H. falconeri)
jellemzd génkopidk koaleszcenciaideje korilbeliil 3,5-3,2 millio év. A H.
transsilvanica €s Hepatica nobilis kizardlag anyai dgon 0roklodd plasztisz
haplotipusainak koaleszcenciaideje koriilbeliil 2,4 millio évvel ezelOttre
tehetd. A plasztisz genom joval kisebb effektiv populdciomérete a tetraploid
sejtmagi genomhoz viszonyitva (Schaal és mtsai.,, 2000), a rekombinéacio
hianyaval egyiitt, lehetdvé teszik, hogy ezen 10kuszokon az izolaci6 genetikai
lenyomata joval hamarabb megnyilvanuljon, pontosabb becslést adva annak
egybeeshet a negyedkori eljegesedési ciklusok kezdetével. Végil, a
molekularis orat hasznalé elemzéseink egymastdl fliggetleniil arra
kovetkeztettek, hogy a H. transsilvanica és sziil6fajai legkozelebbi k6zos Ose
a pleisztocén eldtt 1étezhetett, amely 1d6szakban Eurdpa harmadkori flordjanak
nagy része kipusztult (Svenning, 2003, Willis & Niklas, 2004).
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Fentiek fényében kijelenthetd, hogy a Hepatica transsilvanica a
harmadkori eurdpai flora reliktum faja, amely képes volt talélni a
negyediddszaki klima valtozasait a Délkelet-Karpatokban. Ezen biogeografiai
régionak a jelentdsége ismert (Mraz & Ronikier, 2016; Ronikier és mtsai.,
2008; Bartha és mtsai., 2015), azonban a filogeografiai mintazatok iddbeli
aspektusat viszonylag kevés szerz6 rekonstrualta. A Syringa josikaea esetéhez
(Lendvay ¢és mtsai., 2016) hasonldéan eredményeink nem csak a Karpatok
negyedidészakban beloltott biogeografiai szerepét emelik ki, hanem
harmadkori reliktumok talélésérdl tanuskodnak a régidban. Habar a H.
transsilvanican beliili pontos filogeografiai mintdzatok nem deritettiik fel, a faj
refugiuma valoszinlileg Osszefiiggésbe hozhatdé meszes alapkdzetii
teriiletekkel. A Karpatok hosszu tava klimatikus stabilitdsa heterogén
¢léhelytipusokban tette lehetévé szdmos endemikus faj talélését (Hurdu és
mtsai., 2016). A Karpatok izolacids hatdsanak koszonhetéen szamos tovabbi,
mezofil lomberd6khoz kothetd faj refugiuma is valdszintisithetd a teriileten,
mint példaul Aconitum moldavicum Hacq. ex Rchb., Dentaria glandulosa
Waldst. & Kit., Symphytum cordatum Willd., and Pulmonaria rubra Schott
(Hendrych, 1981).
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2.3. A Primula vulgaris europai 1éptékii genetikai
variabilitasanak vizsgalata

2.3.1. Irodalmi elozmények

Habar a dél-europai félszigetek (Ibériai, Appenin és Balkan) refugialis szerepe,
mint Eurdpa biodiverzitasanak fontos forrasai, jol ismert (Hewitt, 1996, 2004a;
Taberlet és és mtsai., 1998), Korzhinskii (1899) és Kamelin és mtsai. (1999)
munkdja alapjan fontos szerepet jatszhattak keleti refugiumok is az eurdpai
flora kialakitasaban. Ide érthetjiik a Nyugat-Kaukazus, a Dél-Ural és az Altaj-
hegység teriiletét, amely foldrajzi régiok biogeografiai jelentdségével, recens
filogenetikai eszkdzoket hasznélva, rendkiviil kevés tanulmany foglalkozott.
Habar néhany tanulmany vizsgalta mezofil fajok filogeografiai mintazatat (Jia
¢s mtsai., 2012, Manafzadeh és mtsai., 2014; Treier & Miiller-Schérer, 2011),
a legtobb kapcsolodd tanulmany hidegtiiré fajokra koncentralt (Palme és
mtsai., 2003, Pyhéjérvi és mtsai., 2008; Tollefsrud és mtsai., 2009; Volkova és
mtsai., 2020), amelyek aldtdmasztjadk a vizsgalt fajok kelet-nyugati iranya
posztglacidlis eldrenyomuldsat. A paleobotanikai ¢s paleoklimatikus
rekonstrukcidk ramutattak a Ponto-Kaszpi térség, kiilondsen a Fekete-tenger
északkeleti partjanal fekvd Kolhisz régid lehetséges refugidlis szerepére
(Tarkhnishvili és mtsai., 2012). Taberlet és mtsai. (1998), valamint Hewitt
(2000) eldrevetitették a régid biogeografiai szerepét, amelyet késébb Grimm
& Denk (2014) egyedi, endemikus genotipusokban és fajokban gazdag
teriiletként ir le, megerdsitve a feltételezetten nagy bioldgiai véltozatossagot.
A mai napig azonban hidnyoznak olyan kontinentalis 1éptékli filogeografiai
vizsgalatok, amelyek célzottan a potencidlis keleti refugiumok Eurdpa

flordjanak kialakitdsara gyakorolt szerepét vizsgalnak.

Tanulmanyunkban a Primula vulgaris genetikai struktrardjat vizsgaltuk
eurdpai léptékben. A faj Eurdpa-szerte elterjedt és a szubatlantikus klimaju
lomberddk tisztasainak karakterisztikus faja (Jacquemyn és mtsai., 2009).

Volkova és mtsai. (2013) magas genetikai diverzitast figyeltek meg a novény
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Kolhisz régioban talalhato populdcioban, de mivel mintazasuk a Fekete-tenger
kornyékére koncentralddott, a teljes areardl szarmazd Osszehasonlitd mintak
nélkiil a  felfedezett genetikai  diverzitds  jelentdségét  eurdpai
I1éptékbenjelentdségét nem tudtak vizsgalni.

2.3.2. Anyag és médszer

Mintazas és laboratoriumi munka

Volkova ¢s mtsai. (2013) a Fekete-tenger észak-keleti partvidékén gytijtott
mintait (57 populacio) tovabbi, 103 populacié mintaival egészitettiik ki, ezaltal
a teljes eurdpai elterjedési teriileten Osszesen 160 populdciobol szarmazo
egyedek segitségével folytattuk vizsgalatainkat (1. Fiiggelék, 8. abra). A
mintakat szilikagélben szobahdmérsékleten (15-25 °C) vagy 96%-0s etanolban
4 °C-on taroltuk. Volkova és mtsai. (2013) tesztelte a sejtmagi nrITS, valamint
a trnL-trnF és rpl32-trnL plasztisz szakaszok variabilitasat. Az ezen régidkon
megfigyelt variabilitds miatt jelen tanulmanyban a Volkova és mtsai. (2013)
altal hasznalt lokuszokat alkalmaztuk a filogeografiai elemzéseinkhez. Az
ehhez felhasznalt primerek megegyeznek az 5. tablazatban felsoroltakkal és a
Két populacié harom-harom egyedén végzett eldzetes vizsgalataink alapjan
(Hul21, PraChail) nem fedeztiink fel populacion beliili variabilitast egyik
lokuszon sem, amely egybevag Volkova és mtsai. (2013) eredményeivel, aki
nagyobb mintaszammal is csak populaciok kozott talalta variabilisnak a
felsorolt 16kuszokat.
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8. abra A Primula vulgaris filogeografiai vizsgalata soran elemzett mintak
foldrajzi elhelyezkedése. A faj sziirkével jelolt elterjedési teriilete Meusel €s

mtsai. (1965) alapjan van feltiintetve.
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Adatelemzés

A nyers szekvencidkat, kisziirendd az egyértelmii szekvenalasi hibakat,
egyesével ellendriztiik, majd manualisan illesztettiik a BioEdit v.0.7.5.3. (Hall,
1999) szoftverrel. Az nrITS esetében nem figyeltiink meg paraldgiara utalo
dupla csucsokat, igy a haplotipusok szétvalogatasatol ebben az esetben
eltekintettiink. A plasztisz 16kuszokat (z&rnL-trnF ¢és rpl32-trnL), mivel
kapcsoltan 6roklddnek (Mogensen, 1996), a nagyobb szamu, egy elemzésbe
bevonhat6 polimorf karakterek érdekében Osszefliztiik. A kis genetikai
kiilonbségek miatt a nukleotid szubsztituciés modelleken alapuld
rekonstrukcié megbizhatatlan lehet, mivel az egyes paraméterek becsléséhez
kevés adatt all rendelkezésre. Ezért a részletes struktura feltarasa érdekében
parszimonia alapi haplotipushalozatot (Templeton, 1992) rekonstrudltunk a
TCS v.1.21 (Clement és mtsai., 2000) szoftver segitségével, amely egy
gyokértelen halozatot eredményez és megengedi a haplotipusok kozti
retikulaciot. A TCS képes az inzerciokat és deléciokat (indel karakterek vagy
"gap") hidnyzo6 adatként és 6todik karakter allapotként (5™ state) kezelni. Az
indelek jelenléte/hianya filogenetikai informaciét hordozhat magéban,
azonban 6todik karakter allapotként torténd figyelembe vételiik csokkentheti
az elemzések megbizhatdsagat (Marquinez és mtsai., 2009). A Simmons és
Ochoterena (2000) altal bemutatott kodolasuk viszont ndvelheti a filogenetikai
felbontést (Marquinez és mtsai., 2009). Ebben az esetben az indelek kodoldsat
Simmons és Ochoterena (2000) iranyelvei alapjan SeqState v.1.4.1 (Miiller,
2005) szoftverrel végeztiik és a TCS v.1.21 elemzések soran tranziciokként
vettiik figyelembe. Kiilcsoportként a kozelrokon (Mast és mitsai., 2001,
Schmidt-Lebuhn és mtsai., 2012) Primula veris L. két mintdjat hasznaltuk fel.
Az nrlTS-ben felmeriild rekombindci6é lehetéségét a SplitsTree v.4.14.4
(Huson & Bryant, 2006) programban elérhet6 PHI teszttel (Bruen és mtsai.,
2006) ellendriztiik. Az egyes nrITS ribotipusok filogenetikai halozatat
(,,NeighborNet”) szintén a SplitsTree v.4.14.4 segitségével rekonstrualtuk

az "uncorrected p’ genetikai tdvolsag alapjan.
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2.3.3 Eredmények

Az illesztett plasztisz adatsor (trnlL-trnF + rpl32-trnL) 1380 bazisparbdl allt és
49 polimorf poziciot tartalmazott, amibdl 25 bizonyult informativnak. Az
Osszesen 14 azonositott indel karakter koziil valamennyi informativnak
mutatkozott. Elemzésiink Osszesen 58 haplotipust azonositott, amelyet Ot
haplocsoportba soroltunk (9.A abra, 10.A abra). A haplocsoportok kozott
legalabb harom hipotetikus (nem mintazott) haplotipus helyezkedett el. Két
haplotipus a kiilcsoport Primula verishez tartozott és az egyes haplocsoportba
soroltuk. A kettes haplocsoportba a Kolhisz régié és a Kaukdzus mintai
tartoztak. A harmas haplocsoport viszonylag komplexebb strukturat alkotott és
a Fekete-tenger partvidékér6l szarmazé mintdk voltak ide sorolhatdak. A
négyes haplocsoport csillag alakt struktirdt mutatott és Eurdpa-szerte
felfedezhetoek az ide tartoz6 mintak. A legnagyobb frekvenciaja 27-es
haplotipus Kozép- ¢és Dél-Europaban elterjedt, szdmos ebbdl ledgazod
haplotipus Nyugat- és Dél-Eurdpa térségére jellemzo. A 28-31-es haplotipusok
mintai, amelyek a Krim-félszigetr6l szdrmaznak egy kiilonallé csoportot
alkottak. A 42-49-es haplotipusok hasonlé modon kiiloniiltek el és foként
nyugat-eurdpai populaciokra jellemzdek, kivéve egy horvatorszagi és egy
Kelet-Karpatokbol szarmazo mintat. Az 6t6s haplocsoport két haplotipusbol

allt és kizarolag a Hirkan-erd6k populacioira volt jellemzo.

Az nrlTS szekvencia matrix 647 illesztett poziciot tartalmazott, amibdl
47 volt variabilis és 29 informativ. A 16kuszon Osszesen négy egyedi indel
karaktert fedeztiink fel. A PHI teszt nem valoszinilisitett multbeli
rekombinacids eseményt (p = 0,84). A TCS elemzés Osszesen 30 ribotipust
azonositott, amelybdl egy tartozott a kiilcsoport Primula veris-hez (9.B abra,
10.B abra). A halozat csillagszeri struktarat mutatott, a legtobb ribotipus
néhany hipotetikus haplotipuson 4t kapcsolddott, vagy kozvetleniil
csatlakozott a kozponti D ribotipushoz, amelyet csak Kolhisz és Kaukazus
térségeében, valamint a Karpat-medencén beliil fedeztiink fel. A legelterjedtebb

F ribotipus Eurdpa nagy részén megtaldlhatdo, az ebbdl hipotetikus
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haplotipusok kdzbeiktatasa nélkiil levezethetd ribotipusok (b, f, y, X, Y, U, W)
az Appeninek és a Balkan-félsziget populacioban voltak fellelhetéek. A D
ribotipusbol leagazo V ribotipus csak egyetlen olaszorszagi populaciéban volt
megtalalhato, amelybdl levezethetd volt a kizardlag a Hirkan-erddkre jellemz6
G ribotipus, valamint a féleg a Krim-félszigetre ¢s Torokorszagra jellemzé H
és I ribotipusok. Ot ribotipus (A, B, C, M, N) a Fekete-tenger északkeleti
partjan volt azonosithatd, mig egy masik csoport (K, J, L) Kelet-
Torokorszagban volt felfedezhetd. A H ribotipus a Krim-félsziget ¢és
Torokorszag térségén kiviil Kelet-Franciaorszdgban volt megtalalhatd, mig az
A ribotipus a Fekete-tenger partvidékétdl eltekintve egy bulgariai
populacidban fordult eld. A kdzponti D ribotipus tovabbi szatellit ribotipusai
szétszortan voltak fellelhetdek az elterjedési teriileten: a Nyugat-Kérpatokbol
szarmazo R ribotipus egy ibériai S-ribotipushoz kapcsolddott, a T ribotipust
Torokorszag északnyugati részén, a Q ribotipust a keleti Alpokban, a P
ribotipust egyetlen sziciliai populacioban, az O ribotipust a Keleti-
Karpatokban, az E ribotipust a Kozép-Kaukazusban és a Fekete-tenger keleti

partvidékén azonositottuk.
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9. abra A haplotipushalozat rekontstrukcid altal feltart viszony a Primula
vulgaris plasztisz haplotipusai (A) és nrITS (B) ribotipusai kozott. Az eltérd
szinnel fellintetett haplocsoportok ¢és ribotipsuok megfelelnek a 10. abran

alkalmazott szinezésnek.
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10. abra A Primula vulgaris feltart plasztisz haplotipusainak (A) és nrlITS
ribotipsainak (B) foldrajzi eloszlasa. Az eltérd haplocsoportokat ¢és

ribotipusokat jelold szinek megfelelnek a 9. abran feltiintetett szineknek.
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A ribotipusok elhelyezése a ,,NeighborNet” halozaton (11. abra) jol
ribotipus helyzetét. A D ribotipust a Primula vulgaris kozponti ribotipusaként
azonositottuk. A kiilcsoport Primula veris (Z ribotipus) jelentdsebb genetikai
tavolsagra talalhato a belcsoporttdl. A halozat altalanossagban csillag alaka
struktirat mutatott. A Krimbdl ¢és Nyugat-Torokorszagbol szarmazéd
ribotipusok (H, I) hurkokon keresztiil kapcsolodnak mas, a Fekete-tenger
délnyugati partvidékén azonositott ribotipusokhoz (J, K, L). Ugyanez a
jelenség figyelhetd meg a Fekete-tenger keleti partvidékén is, mivel az A, B,
C, M, N ribotipusok hasonld6 moddon kapcsolddnak egyméshoz. Az
Appenninekben, a Balkdnon és az Alpokban azonositott ribotipusok (b, f, y, X,
Y, U, W, d) szintén hurkokon keresztiil kapcsolodnak, amelyek koziil néhany
a TCS-halézaton is megfigyelheté (9.B abra). A TCS v.1.21
ribotipushélozattal ellentétben az E ribotipus valdszinti retikulaciot mutat az S
¢s R ribotipusokkal, valamint a J, K, L ribotipusok a Fekete-tenger

partvidékére jellemzd egyéb ribotipusokkal.
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11. abra A Primula vulgaris nrlITS szekvencidi alapjan feltart filogenetikai
halozat (,,NeighborNet”). Az egyes mintdk kozti genetikai tdvolsag aranyos az
eltérd poziciok szamaval az illesztésben, a ,,doboz-szer(i” (Bryant & Moulton,
2004) strukturak retikulacios eseményekre és filogenetikai bizonytalansagra

utalhatnak.
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2.3.4. Diszkusszio

A Primula vulgaris filogeografiai strukturajat egy sejtmagi ¢és két
plasztisz 10kusz alapjan vizsgaltuk. A tapasztalt alacsony diverzitas miatt
eredményeink nem teszik lehetdvé a kisebb 1éptéki diverzitas feltarasat, ami
0sszhangban van mas szerzok eredményeivel, akik szintén alacsony genetikai
differenciaciot figyeltek meg a nemzetségben (Schmidt-Lebuhn €és mtsai.,
2012). Ennek ellenére, a hipotetikus evolucios torténet leirhatd a két adatsor
fliggetlen elemzése utan. A csekély genetikai differenciacidé miatti
bizonytalansagot a jovében feloldhatja a genomi mddszerek, mint példaul a
RADSeq, hasznélata (Sramké és mtsai., 2019b; Twyford & Ennos, 2012;
Andrews ¢és mtsai., 2016). A ,,NeighborNet” elemzés altal feltart csillagszer(i
struktlra utalhat gyors expanziora, amely esetben szintén célszerli a genomi
modszerek hasznélata a joval nagyobb szdmu rekombinalddo egység feltarasa
miatt. A genomi megkdzelitési moddszerek haszndlata képes lehet
megerdsiteni, illetve arnyalni a kovetkezékben, az nrlTS és a plasztisz (rp/32-
trnlL + trnL-trnF) l10kuszok alapjan, felvetett hipotetikus kolonizacids
utvonalakat és a refugidlis teriiletek pontos elhelyezkedését. Habar mind az
anyai 0roklédésti plasztisz haplotipusok és a biparentalisan 6roklédé nrITS
ribotipusok tarsithatdéak voltak adott genetikai klaszterre jellemzd foldrajzi
régiokkal, azok fliggetlen elemzése nem mutatott teljes mértékben
egybehangz6 képet. Az nrITS elemzése felfedett két olyan populaciot, amely
a régiora nem jellemzd ribotipust hordozott (a H ribotipus Franciaorszagban és
az A ribotipus Bulgaridban). Mindkét populacio lakott teriilet kozelében
talalhato, ahol a kiillonbozd Primula fajok kertészeti fajtait diszndvényként
iiltetik, amelyek pontos eredete nem ismert. A Primula vulgaris rovarok altal
beporzott faj és a heterosztilia segitségével torekszik a keresztbeporzasra
(Jacquemyn és mtsai. 2009). Mivel nem kizarhatd, hogy ezen ribotipusok
eredete a teriileten egy disznovényként iiltetett novényre, mint pollendonorra
vezethetd vissza, az eredmények értelmezésénél ezeket nem vettiik
figyelembe. A diszkordancia a két adatsor fiiggetlen elemzése kozt

magyarazhaté a sejtmag ¢és az organelldris genom eltéré molekularis
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c sy

------

iddt (‘coalescent time’), igy novelve az esélyt a kozds Osi polimorfizmusok
felfedezésére (Schaal és mtsai.,, 2000). Masképpen a leszarmazasi sorok
levalogatdédasahoz tobb i1dé kell a sejtmagi lokuszok esetében, igy habar
valdsziniisithetd a kozos 6si polimorfizmus, ennek megerdsitése célszerti lehet
mas sejtmagi markerek altal is. Az értelmezést tovabb nehezitheti, hogy
valdsziniileg tobb, egymastol fiiggetlen kolonizacids hullam lenyomatat is

felfedezhetjiik adatsorunkban, amelyeket lehetetlen elkiiloniteni egymastol.

A Kolhisz régidra jellemz6 D ribotipus ¢és Il-es haplocsoport
Osszekapcsolasa a kiilcsoporttal a ribotipushalézaton utalhat arra, hogy ez
lehetett a faj 6si elterjedési teriilete, ahonnan a névény képes lehetett a nyugati
elterjedési kezdeti kolonizéciojara. Ez a feltételezés 6sszhangban van a korabbi
tanulméanyokkal, amelyek kiemelik a Kolhisz szerepét az endemikus
leszdrmazasi agak megoérzésében (Christe és mtsai., 2014; Grimm & Denk,
2014). A Hirkan-erdok mintdinak elkiiloniilése tamogatja Tarkhnishvili és
mtsai. (2012) és Christe és és mtsai. (2014) megfigyeléseit, akik a régio
endemikus leszdrmazasi againak eredetét Kaszpi-medence déli teriiletével
azonositottak. A IlI-as haplocsoport és az A,B,C,M,N ribotipusok kizardlagos
jelenléte a Fekete-tenger északi partvidékén a Kolhisz régiobol nyugat felé
iranyul6 kolonizaciora utalhat, ahogy azt Volkova ¢és mtsai. (2013) is
valoszintsitette. A haplotipushal6zat komplex szerkezete ezen a teriileten
hosszu in situ fennmaradasra utal, valoszinlileg atvészelve legalabb az utolso
glacidlis  maximumot (LGM), oOsszhangban a kordbbi éghajlati
rekonstrukcidkka (Tarkhnishvili és mtsai., 2012). Eur6pa kezdeti kolonizécidja
valoszinlileg e keleti teriiletek egyikébdl kovetkezett be, bar a pontos
forraspopulaciot nem tudtuk azonositani. A IV-es haplocsoport csillagszerti
struktardja evolucids 1éptékben kozelmultbeli expanzidra utal, itt a
részletesebb mintazatok a felbontas hianya és a valdszinii nem teljes
levalogatdodas (‘incomplete lineage sorting’) miatt nem értelmezhetdek

pontosan. Az F ribotipus széles elterjedése hasonld folyamatokrdl arulkodik.
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Azonban a dél-eurdpai félszigetek mindegyike rendelkezik endemikus ribo-,
¢s haplotipusokkal, ami az altalanosan elfogadott dél-eurdpai refugiumok
elméletének megfelel (Hewitt, 2000) ¢és lehettek olyan leszarmazasi agak,
amelyek helyi adaptacidjuk miatt nem voltak képesek északi irdnyba torténd
kolonizacidra (Hampe & Petit, 2005). Amennyiben elfogadjuk, hogy a D lehet
a Primula vulgaris 6si ribotipusa, jelenléte a Karpat-medencében a faj
hosszabb tava fennmaradasat jelentheti a régidban. Ebben az esetben a keleti
area plasztisz haplotipusaitol jol elkiiloniilé haplotipusok a Karpat-
medencében a kisebb effektiv populdcioméret miatt akar egy fiatalabb
kolonizaciordl is tantiskodhatnak. Az Gsszehangolt evolucié miatt (Alvarez &
Wendel, 2003; Bailey és mtsai., 2003) az is elképzelhetd azonban, hogy az
nrITS nem tiikrozi teljes mértékben a filogeografiai torténetet, igy a D
ribotipus jelenléte a régidban és az F ribotipus széles elterjedése lehet csupan
feltind, hogy a D ribotipus a Kaukdzus térségén kiviil csak a Karpat-
medencében van jelen, amely eredetének pontos feltardsa fontos
informaciokkal szolgalhat a P. vulgaris evolicids torténete és a Karpat-

medence biogeografiai jelentdsége szempontjabol.

Altaldnossagban ezt a mintazatot értelmezhetjiik egy kelet-nyugati
iranya kezdeti kolonizacid bizonyitakaként, aminek valoszinli forrdsa a
Kolhisz régié vagy a Fekete-tenger északi partvidéke lehetett. Habar a faj
europai refugiumainak elhelyezkedésére csak indirekt modon tudtunk
kovetkeztetni, a felvazolt filogeografiai torténet Gsszhangban van a korabbi
tanulmanyokkal, amelyek a Karpatokat mezofil igényll ndvények fontos
reflgiumanak talaltdk (pl. Trewick €s mtsai., 2002; Gomory €és mtsai., 2003;
Magri és mtsai., 2006; Feurdean és mtsai., 2007 ; Bartha és mtsai., 2015; Mraz
& Roniker, 2016). A Cervus capreolus filogeografiai viszonyait feldolgozo
tanulmany az itt felvazoltakhoz nagyon hasonl6 kolonizaciés utvonalakat irt le
¢s a refugialis teriiletek kozel azonos helyzetét valdsziniisiti (Sommer és

mtsai.,, 2009), ami azt jelzi, az itt felvazolt filogeografiai torténet akar
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sz€lesebb taxonOmiai spektrumon is valdsziniisitheté és nem csak mezofil

ndvényfajokra lehet érvényes.
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3. Osszefoglalas

Dolgozatomban molekularis filogenetikai eszkdzok hasznalataval harom
esettanulmanyon keresztiil tettem kisérletet a Karpat-medence filogeografiai
torténetének és nagyobb 1éptékli jelentOségének megértésére. Két
esettanulmany sziik elterjedésli, endemikus taxonok ¢és kozelrokonaik
elterjedési teriiletiik elhelyezkedése fényében. A harmadik esettanulmény egy
joval szélesebb elterjedésli, Eurdpa-szerte el6forduld faj filogeografiai
egységeit tarta fel.

A Nymphaea lotus afrikai elterjedésti tropusi €s szubtropusi tiindérrozsa
faj. Egyediili el6fordulasa Eurdpaban a Piispokfiirdd melletti meleg vizi
forrasoknak koszonhetd. A populacid Nymphaea lotus var. thermalisként
ismert és behurcolt illetve 6shonos eredete a botanika csaknem 200 éve vitatott
kérdése. A taxon eredetét molekularis filogenetikai modszerekkel vizsgaltuk.
taxonokra jellemzd speciacios ratat. A Nymphaea lotus var. thermalis-t
filogeografiai kontextusba helyeztiik 6sszehasonlitva a Nymphaea lotus s.s.
afrikai elterjedési teriiletérél szdrmaz6 mintakkal. A sejtmagi (nrITS) és
plasztisz szekvencidk vizsgalata Afrika nyugati részén feltart egy kiilonallo
leszarmazasi agat, amelyet a Nymphaea zenkerivel azonositottunk. A Lotos
alnemzetségen beliil a Nymphaea lotus és testvérfaja, a Nymphaea zenkeri
elvalasat fiatalabbnak talaltuk, mint a foldtorténeti harmadkor végét. Az 6sszes
vizsgalt minta elkiilonithetd volt genetikailag, kivéve a N. lotus var. thermalis
¢€s az egyiptomi populacio. Habar a plispokfiird6i populédcio pontos eredetét az
alkalmazott modszerek nem képesek feltarni, eredményeink egyértelmiien
cafoljak a N. lotus var. thermalis harmadkori reliktum statuszat. A ndvényre
tovabbra is tekinthetiink ,kultarreliktumként” ritka és egyedi eléfordulasa

miatt, mint Europa florajanak érdekes szinfoltja.
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A masodik esettanulméany a Délkelet-Karpatok endemikus fajanak, a
Hepatica transsilvanicanak az eredetét vizsgalta. A korabbi karioldgiai
eredmények a faj hibrid eredetére utalnak, legvalosziniibb sziil6fajai a Kozép-
Azsiaban 3shonos Hepatica falconeri és az Eurdpa-szerte elterjedt Hepatica
nobilis lehettek. Bar a H. falconeri hibrid eredete ismert, a hibridizacio
idépontjat nem ismerjiik. Két sejtmagi és két plasztisz marker szekvenciai
alapjan rekonstrualtuk a lokuszok koaleszcenciaidejét. A feltételezett
szlil6fajok kiléte megerdsithetd volt a kiillonbozo 6roklodésit DNS szakaszok
alapjan rekonstrualt génfak ellentmond6 topologidja alapjan. Tovabba, egy a
sejtmagban kis kopiaszamban jelen 1év0 gén szekvenciaiban felfedeztiink
mindkét  sziiléfajra  jellemzé  kopidkat. A leszarmazasi  agak
koaleszcenciaidejének becslése tamogatta a H. transsilvanica hossza tavu
tulélését a Karpatokban, mivel a hibrid €s a sziiléfajok kozos dse a pliocén /
pleisztocén atmenet kornyékén létezhetett. A faj reflgiuma valodszinileg a
meszes alapkozettel és heterogén élohelytipusok hossza tavi meglétével fiigg
Ossze. Eredményeink kiemelik a Délkelet-Karpatok biogeografiai jelentdségét

egyes leszdrmazasi agak hosszl tavii megorzésében.

A harmadik esettanulméany egy Eurdpa-szerte elterjedt mezofil faj, a
Primula vulgaris filogeografiai struktirdjat mutatja be. A dél-europai
refagiumok jelentdsége a kontinens posztglacialis rekolonizaciojaban jol
ismert. Korabbi eredmények alapjan nagy genetikai valtozatossag fedezhetd
fel a Kolhisz és a Fekete-tenger partvidékének populdcioiban, ami felveti a
régid esetleges refugialis szerepét. Molekularis filogenetikai modszerekkel a
P vulgaris teljes elterjedési tertiletérdl szarmazo mintak alapjan vizsgaltuk a
faj filogeografiai struktirajat eurdpai léptékben. A sejtmagi €s plasztisz DNS
lokuszokon is alacsony genetikai differenciaciot detektaltunk, amibdl
kizar6lag indirekt modon kovetkeztettiink a faj filogeografiai torténetére.
Mivel a kiilcsoporthoz (Primula veris) legkdzelebb a Kolhisz régié populécio
allnak genetikailag, ez a régi6 valosziniisithetd a faj 6si elterjedési teriiletének,
ami potencialisan lehetett Eurdpa kezdeti kolonizacidjanak forrasa. A Karpat-

medencei populaciok k6zds polimorfizmusa a Kolhisz régioval utalhat arra,
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hogy a P. vulgaris a dél-europai refigiumokon kiviil fennmaradhatott a Karpat-
medencében, ami kriptikus északi (extramediterrdn) refligiumként
szolgalhatott a faj szdmdra, azonban a hipotézist csupan a feltételezett si

nrTS ribotipusok jelenléte tamogatja a régidban.

Az itt bemutatott eredmények habar cafoljak a (szub)tropusi elterjedésii
Nymphaea lotus harmadkori reliktum eredetét Eurdpaban, a Hepatica
transsilvanica bizonyithatdé harmadkori eredete és a Primula vulgaris
valdszintisithetd hossza tavi fennmaradasa a Karpat-medencében a régio nagy
jelentdségére engednek kovetkeztetni a mezofil fajok endemikus leszarmazasi

againak megoOrzésében.
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4. Summary

In my dissertation, I used a molecular phylogenetic approach to study the
phylogeographic history and larger-scale significance of the Carpathian Basin
through three case studies. Two case studies examined the divergence time of
narrowly distributed, endemic taxa to the Carpathian Basin. The third case
study explored the phylogeographic units of a much more widespread species

occurring across Europe.

Nymphaea lotus is a (sub)tropical species of waterlilies distributed
throughout Africa. There is a unique occurrence in Europe that is associated
with the hot springs near the Piispokfiirdd. The population is known as
Nymphaea lotus var. thermalis, which’ introduced or native Tertiary origin has
been a subject of debate among botanist for almost 200 years. The origin of
this taxon was investigated by molecular phylogenetic methods. We estimated
the divergence time of lineages and the speciation rate characteristic to
subgenus Lotos. Nymphaea lotus var. thermalis was placed in a
phylogeographic context by comparing to Nymphaea lotus s.s. with samples
from the entire distribution range. The nrITS and plastid sequences revealed a
distinct lineage in W Africa that we associated with Nymphaea zenkeri. Within
the subgenus Lotos, the separation of Nymphaea lotus and its sister species,
Nymphaea zenkeri, was found to be younger than the end of Tertiary. All
population could be separated by haplotype network reconstruction except M.
lotus var. thermalis and the Egyptian population. Although the exact origin of
the only European population could not be revealed, our results equivocally
refute the Tertiary relict nature of N. lotus var. thermalis. The plant can be

considered a ,,cultural relict” due to its rare and unique occurrence in Europe.

The second case study examined the origin of Hepatica transsilvanica,
an endemic species to the South-Eastern Carpathians. Previous cariological
results suggest the hybrid origin of the species. The most likely parental species

of H. transsilvanica are Hepatica falconeri, that is native to central Asia and a
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European species with wide distribution area, Hepatica nobilis. Although the
hybrid origin of H. falconeri is well studied, the time of hybridization was
never investigated. We reconstructed the divergence time between H.
transsilvanica and its parental species by the independent analysis of both
nuclear and plastid genome sequences. The identity of the putative parent
species could be confirmed by the conflicting topology of gene trees
reconstructed from differently inherited DNA regions. Furthermore, copies of
both parental species could be identified in the sequences of a low copy nuclear
gene. Coalescent time estimation of the lineages supported the long-term
survival of H. transsilvanica in the Carpathians, as the most recent common
ancestor of the hybrid and its parental species may have existed around the
Pliocene / Pleistocene transition. The refugium of the species could be
associated with calcareous bedrock and the long-term existence of
heterogeneous habitat types in the area. Our results highlight the biogeographic
significance of the Southeastern Carpathians in the long-term conservation of

certain mesophilous lineages.

The third case study presents the phylogeographic structure of Primula
vulgaris, a mesophilous species distributed throughout Europe. The
importance of Southern European refugia in the postglacial recolonization of
the continent is well known. Based on previous results, high genetic diversity
can be found in the populations of the Colchis and the Black Sea coast area,
raising the potential refugial role of the region. We used a molecular
phylogenetic approach to examine the phylogeographic structure of this
species. Evaluation of the independent analyses of the nuclear and plastid DNA
loci helped us to draw some conclusions on the phylogeography of a species.
As the populations of the Colchis region are genetically the closest to the
outgroup (Primula veris), this region could be considered to be the ancient area
of the species, which served as a source of the initial colonization of Europe.
Based on the presumably shared ancestral polymorphism of the Colchis region

and the Carpathian Basin, P. vulgaris may have survived the Quaternary
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glaciations in the Carpathians, although this is supported only by the presence

of the presumably ancient ribotype of P. vulgaris in the Carpathian Basin.

Although the results presented here refute the Tertiary origin of the
(sub)tropical Nymphaea lotus in Europe, the Tertiary origin of Hepatica
transsilvanica and the potential long-term survival of Primula vulgaris in the
Carpathian Basin confirm the role of the region in the preservation of endemic

lineages of mesophilic species.
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8. Fiiggelék

1. Fiiggelék A Primula vulgaris filogeografiai vizsgalata soran felhasznalt

terepi mintak és részletes adataik.

] nriTS plasztisz
Faj Név Eléhely ribotipus haplotipus
Kozép-
Primula 723* Oroszorszag Z V2
veris Kozép-
731* Oroszorszag z vl
Primula 92* Kaukdzus A -
vulgari*s Hu122 Eszak-Szlovénia F 27
Hul41 Eszak-Szlovénia F -
43 Monako Y 27
91* Kaukazus A 7
301* Kaukazus C 9
302* Kaukéazus C 9
303* Kaukazus C 9
305* Kaukazus C 8
306* Kaukazus - 8
308* Kaukazus C 10
309* Kaukazus B 24
311* Kaukazus A 24
312* Kaukazus A 20
314* Kaukazus A 20
320* Kaukazus B 25
322* Kaukazus B 11
323* Kaukazus A -
327* Kaukazus B -
401* Kaukazus C 10
404* Kaukazus B 7
407* Kaukazus A 9
418* Kaukazus A 22
419* Kaukazus A 7
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420*
421*
603*
604*
606*
608*
609*
610*
703*
704*
705*
706*
707*
708*
709*
710*
711*
713*
715*

716*
717*
718*
719*
721*

724*
725*
726*
728*
729*
734*
735*
737*
738*
739*
810

811

Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Azerbajdzsan
Azerbajdzsan
Kozép-
Oroszorszag
Kaukazus
Kaukazus
Krim-félsziget
Krim-félsziget
Ko6zép-
Oroszorszag
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Azerbajdzsan
Krim-félsziget
Krim-félsziget
Krim-félsziget
Kaukazus
Kaukazus

88

>0>P>UTUO>POO0OOTPI>I>TT>D>

()

I T Z W™

mmIIIOMmMD>» Z2MmMmOmn

© © © 4 © ©o o NN

N
w

20

15

21

55
55



812
813
814
815
816
818
820
821
825
826
827
828
834

835
838
839
840
841
851
852
853
854
856
857
858
859
863
865
866
867
868
804/1
804/2
804/3
804/4
829/1

Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Ibériai-félsziget
Nyugat-
Torokorszag
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Appenin-félsziget
Alpok, Ausztria
Appenin-félsziget
Appenin-félsziget
Németorszag
Franciaorszag
Norvégia
Appenin-félsziget
Azerbajdzsan
Azerbajdzsan
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukéazus
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17
17
17
17
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36

16
17
19

14

13

27
27
37

27
39
27
56



829/2
829/3
829/4
829/5
829/6
829/7
829/8

A106
Al169
A195
AGO

BO6
B65

CG
CrD

DD
Hul21/1

Hul21/11

Hul21/6
Hul32
Hul36
Hul38

Hul45
Hul46
Hu260

Hu37
Hu406

Hu421
Hu436

Hu468
Hu470
Hu503

Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus
Kaukazus

Kaukdazus
Erdélyi-
szigethegység
Eszaki-Karpatok
Eszaki-Karpatok
Déli-Karpatok
Erdélyi-
szigethegység
Gorogorszag
Montenegrd
Gorogorszag
Horvéatorszag
Nyugat-
Magyarorszag
Nyugat-
Magyarorszag
Nyugat-
Magyarorszag
Kelet-Szlovénia
Kelet-Szlovénia

Alpok, Szlovénia

Alpok, Dél-

Ausztria
Kelet-Szlovénia

Dél-Magyarorszég

Eszak-
Magyarorszag
Erdélyi-
szigethegység
Alpok, Szlovakia
Erdélyi-
szigethegység
Alpok, Szlovakia
Horvéatorszag
Horvatorszag
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38
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26
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27
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Hu510
Hu512

Hu523

Hu529

Hu531
Hu73
Hu89
JCZ2
K1668

KYS
MVA1l

MVA2
PrA46

PrA48
PrA51
PrA52

PrAALF2
PrABrogl
PrAChaill
PrAChail19

PrAChail23

PrAChartreuse
PrACres
PrAEsp29

PrAFr49
PrAlre
PrAKais

PrALCanl13

PrAMalz1l

Horvatorszag
Erdélyi-
szigethegység
Erdélyi-
szigethegység
Délnyugat-
Magyarorszag
Eszak-Romania
Appenin-félsziget
Appenin-félsziget
Ibériai-félsziget
Ibériai-félsziget
Kérpatok,
Szlovakia
Appenin-félsziget
Appenin-félsziget
Gorogorszag
Dél-Anglia
Nyugat-Bulgaria
Szerbia

Kelet-
Franciaorszag
Nyugat-
Franciaorszag
Nyugat-
Franciaorszag
Nyugat-
Franciaorszag
Nyugat-
Franciaorszag
Kelet-
Franciaorszag
Horvatorszag
Ibériai-félsziget
Kelet-
Franciaorszag
frorszag

Alpok, Ausztria
Nyugat-
Franciaorszag
Kelet-
Franciaorszag
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27
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27
27

40
27

27
53
34

44

42

42

49
47
48

44
42

42

46



Nyugat-

PrAMontml  Franciaorszag d 43
Erdélyi-

PrANeamt szigethegység D 42
Kelet-

PrASaig2 Franciaorszag F -

pvsl* Kelet-Torokorszag K -
Nyugat-

pvs2* Torokorszag H -

pvvl* Kelet-Torokorszag J -

pvv2* Kelet-Torokorszag L -
Nyugat-

pvv3* Torokorszag H -
Nyugat-

pvv4* Torokorszag | -

Rol Déli-Karpatok R 27
Erdélyi-

Ro3 szigethegység D 27

SP1 Ibériai-félsziget F -
Nyugat-

TR1 Torokorszag - 51

*Volkova és mtsai. (2013) altal felhasznalt mintak

“Giiltepe és mtsai. (2010) altal felhasznalt mintak

A kiilon jeldléssel el nem latott minték a tanulmanyhoz mintazott
populéciokhoz tartoznak.
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