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Bevezetés

Az emberiség novények irdnyaba mutatott érdeklddését
kezdetekben azoknak gyogyészati vagy élelemként valo
felhasznalasa hajtotta. Ebbol az érdekldédésbdl sziiletett meg a
18. szazadban, Linné altal 1étrehozott kett0s nevezéktannal a
modern botanika tudomanya. A novények osztalyozasat ekkor
még kizarolag a szabad szemmel jol lathatdé morfologiai
karakterek alapjan végezték, majd a mikroszkdpia fejloddésével
egyre aprobb jellegek vizsgélata, és az ezek alapjan valo
elkiilonités is lehetové valt (Robertson, 1905).

Az 1800-as évek masodik felében Gregor Mendel
borson kisérletezve dolgozta ki az 0Oroklédés elméletét,
amellyel megalapozta a genetika tudomanyat (Kun, 2017). A
kromoszomak, illetve annak felfedezésével, hogy a
kromoszémak hordozzak az o6roklédés egységeit, a géneket
(Carlson, 2004), majd pedig a DNS oOrdkitdanyagként vald
azonositasdval megnyilt az Ut a molekuldris genetika
1étrejttéhez (Avery €s mtsai., 1944).

A molekuléaris genetika eszkoztardnak bdviilésével a
minddssze néhany lokuszon taldlhatdo kis szdmu allélok
vizsgélatatol  napjainkra  eljutottunk az  Ujgeneracios

szekvenalasbol ~ szdrmazo, tobb  ezer  egynukleotid-



polimorfizmus (SNP) vizsgélatdig (Kreitman, 1983; Andrews
¢s mtsai., 2016), illetve akar a teljes genomok
Osszehasonlitasaig (Henz és mtsai., 2005). A generalt adatok
mennyiségének nagymértékli ndvekedése a statisztikai
keretrendszerek ¢és a szamitégépek szamitasi kapacitdsanak
fejléddésével valt kezelhetdvé.

Altalanosan elmondhatd, hogy a legkorszeriibb molekularis
genetikai modszerek baktérium-, illetve allatmodellekben
keriilnek kifejlesztésre, ¢és csak ezt kovetden keriilnek
novényekben is alkalmazasra. A magyar természetvédelmi
botanikai kutatds a molekuldris genetikai vonatkozasokat
tekintve kiilondsen lemaradasban van, ezt mutatja az is, hogy
az elsd ilyen témaju eredmények csak a 2000-es évek kdzepén
keriiltek kozlésre (Gulyas és mtsai., 2005).

Dolgozatomban, mintegy kdvetve a molekularis
genetika eszkOztaranak fejlddését, négy esettanulményon
keresztiil mutatom be harom modszer, a Sanger-szekvenaléssal
eléallitott genetikai markerek, a mikroszatellit markerek, illetve
a restrikcios helyhez kapcsolt DNS szekvenalds (RADseq)
botanikai kutatdsban valé felhasznalasanak lehetdségeit,
filogenetikai, illetve populdcidgenetikai megkozelitéseken

keresztiil.



Célkituzés
1. esettanulmany: Mikroszatellit markerek fejlesztése a

fokozottan védett, tetraploid mocsari kardvirdgban

(Gladiolus palustris Gaud.)

Az esettanulméany célja volt (1) a mocsari kardvirag
(G. palustris)  populaciogenetikai  vizsgéalatdra  alkalmas
mikroszatellit markerek azonositasa; (2) ezen markerek
populaciés mintdkon vald tesztelése és populacidgenetikai

mérdészamokkal  valdo  jellemzése; (3) a  markerek

crer

2. esettanulmany: Uj SSR markerek fejlesztése a fokozottan

védett, endemikus magyarfoldi husangban
(Ferula sadleriana Ledeb.)

Az esettanulmany célja volt (1) a F sadleriana
természetvédelmi kezelésében is hasznalhatd mikroszatellit
(SSR) markerek azonositasa; (2) ezen markerek populacios
mintdkon vald tesztelése ¢és jellemzése, valamint (3)

amplifikacidjuk kozelrokon fajokban valo tesztelése.

3. esettanulmény: A veszélyeztetett, endemikus magyarfoldi
husang (Ferula sadleriana) konzervacidgenetikai vizsgalata

Az esettanulméany célja volt a (1) Ferula nemzetség

filogenetikai  torzsfajanak  rekonstrukcigja a  sejtmagi



riboszomalis ITS (nrITS) szekvencia segitségével, a F
sadleriana  nemzetségen  beliil  elfoglalt  helyének
meghatarozasa érdekében; (2) a F sadleriana populaciok
genetikai  diverzitdsanak, populacidi szerkezetének, ¢és
evoluciods torténetének elemzése SSR markerek segitségével;
(3) genetikailag megalapozott ajanlasok megfogalmazasa a faj

megOrzeése érdekében.

4. esettanulmany: A pontuszi sztyeppe eddig ismeretlen,

kriptikus zsalya (Salvia L.) fajanak azonositasa és jellemzése

morfometriai és genomi mddszerekkel

Az esettanulmany célja volt az altalunk azonositott
taxon (1) elterjedése foldrajzi hatdrainak megallapitasa; (2) az
altalunk azonositott taxon és a Salvia austriaca Jacq. kozotti,
viragmorfologidban megfigyelhetd kiilonbség morfometriai
vizsgalata; (3) az altalunk azonositott taxon és a S. austriaca
kozotti  genetikai  viszony vizsgéalata genomi (RADseq)

modszerrel.



Modszerek

A terepen gylijtétt ndvényi szovetmintdkat minden
esetben szilikagélben szaritottuk és taroltuk, a genomi DNS
kivonasat pedig vagy egy modositott CTAB protokoll szerint,
vagy a E.ZN.A. Plant DNA DS Mini Kit (Omega Bio-tek,
Inc., GA, USA) segitségével vontuk ki.

1. esettanulmany: Mikroszatellit markerek fejlesztése a

fokozottan  védett,  tetraploid  mocsari _ kardvirdgban

(Gladiolus palustris Gaud.)

A mikroszatellit markerek fejlesztését egy 454
piroszekvenalason alapuld protokoll szerint végeztiik. A tobb
egyed DNS-ét tartalmazé konyvarat mikroszatellitekre

dusitottuk, majd szekvenaltattuk.

2. esettanulmany: Uj SSR _markerek fejlesztése a fokozottan

védett, endemikus magyarfoldi husangban
(Ferula sadleriana Ledeb.)

A mikroszatellit markerek fejlesztéséhez a szekvenalo
konyvtarat az Illumina Nextera Kit felhasznaldséval végeztiik,
¢s az [llumina MiSeq berendezésen szekvenaltuk.

1. és 2. esettanulmany:
A szekvenalast kovetden az elsd két esettanulmanyban

azonos modszertant hasznaltunk. Az olvasasokbol kiilonbozé



sziirésekkel —mikroszatelliteket tartalmazod  szekvencidkat
azonositottunk és ezekre primereket terveztiink. A primereket
tobb  Iépcsdben, PCR ¢és elektroforetikus moddszerek
segitségével teszteltik. A végiil kivalasztott markereket
szoftveresen, széles korben hasznalt populacidgenetikai
mérdszamok segitségével jellemeztiik.

3. esettanulmany: A veszélyeztetett, endemikus magyarfoldi

husang (Ferula sadleriana) konzervacidgenetikai vizsgalata

A filogenetikai elemzéshez nyolc F. sadleriana egyed,
két Ferula songarica Pall. ex Schult. egyed, ¢és egy-egy
Ferula tatarica Fisch. ex Spreng. és
Ferula heuffelii Griseb. ex Heuff. egyed nrITS szekvencidjat
PCR-el  felszaporitottuk, = majd  Sanger-szekvenaldssal
szekvenaltattuk. Ezt kiegészitettiik a GenBank-ben taldlhaté
Ferula nrITS szekvenciakkal, és az igy kapott adatsorbol ML
(Maximum Likelihood) médszerrel filogenetikai rekonstrukciot
végeztiink.

A populacidégenetikai elemzéshez 13 mikroszatellit
markert szaporitottunk fel 6sszese 109 F. sadleriana egyedben,
PCR segitségével. Egy 11 16kuszt tartalmazo redukalt
adatsoron klaszteranalizist végeztiink. Végiil, a faj evolicios

torténetét ugyanezen adatsor segitségével, az ABC



(Approximate Bayesian Computation) keretrendszerben tartuk

fel.
4. esettanulmény: A pontuszi sztyeppe eddig ismeretlen,

kriptikus zsalva (Salvia L.) fajanak azonositasa és jellemzése

morfometriai és genomi modszerekkel

A taxon elterjedésének vizsgélatdhoz internetes fotds
adatbazisokbol olyan S. austriaca eléfordulasokat gytijtottiink,
ahol jol azonosithatdo a virdg morfologidja, majd térképen
abrazoltuk a két alak elterjedését.

A morfometriai vizsgalathoz a két Salvia taxonban
kiilonbozé vegetativ- és  viragjellegeket mértiink, melyek
eredményeit statisztikai elemzésekkel hasonlitottuk ossze.

A genomi elemzéshez a RADseq modszerrel szekvenald
konyvtarat készitettiink a kérdéses Salvia taxon, a S. austriaca,
és kiilcsoportként hdrom, kozelrokon ¢és szimpatrikus
elterjedéstt faj a Salvia nemorosa L., Salvia nutans L. ¢&s
Salvia pratensis L. egyedeibdl. A konyvtarat az Illumina
NextSeq platformjan, 150 bp hosszisagl, egyiranyu
olvasasokat ad6 mddszerrel szekvenaltuk. Az olvasdsokat egy
bioinformatikai folyamatrendszerben dolgoztuk fel, melynek
eredményeképp egy egyedenként 2911 filiggetlen SNP-et

tartalmaz6 matrixot kaptunk.



Ebbdl az adatsorbol ML filogenetikai torzsfat
rekonstrudltunk, tobbvaltozoés elemzéssel vizsgaltuk az
egyedek kozotti genetikai  struktarat a Foékomponensek
Diszkriminancia-analizise (DAPC) segitségével, valamint
Bayes-faktor alapti faji lehataroldst (BFD) és koaleszcencia

alapu datalt fajfa-rekonstrukciot végeztiink.

Eredmények

1. esettanulmany: Mikroszatellit markerek fejlesztése a

fokozottan  védett,  tetraploid  mocsari  kardvirdgban

(Gladiolus palustris Gaud.)

* A G. palustris esetében 15 mikroszatellit markert
azonositottunk, melyek koziil 11 bizonyult polimorfnak.

* A genetikai diverzitas értékek a két nagyobb populacio
esetében normalis értékeket mutattak, viszont a Kkis
egyedszdmu matrai populacié rendkiviil alacsony
genetikai diverzitassal rendelkezik.

* A fajok kozotti amplifikacido a két kozelrokon faj, a
G. imbricatus és a G. tenuis esetében is négy lokuszban

volt sikeres.



2. esettanulmany: Uj SSR markerek fejlesztése a fokozottan

védett, endemikus magyarfoldi husangban
(Ferula sadleriana Ledeb.)

* A F sadleriana esetében 22 mikroszatellit (SSR)

markert azonositottunk, melyek koziil 13 bizonyult
polimorfnak.

* A genetikai diverzitas értékek alapjan néhany lokuszban
a  Hardy-Weinberg egyensulytél vald  eltérést
tapasztaltunk, amely a null-allélok jelenlétére vezethetd
vissza, valamint harom lokuszpar esetében genetikai
kapcsoltsagot figyeltiink meg.

e A 22 lokuszbol a fajok kozotti amplifikacid a két
kozelrokon faj, a F. songarica és a F. tatarica esetében

20 és 19 16kuszban volt sikeres.

3. esettanulmany: A veszélyeztetett, endemikus magyarfoldi
husang (Ferula sadleriana) konzervacidgenetikai vizsgilata

* Az nrlTS szekvencia-matrix filogenetikai vizsgélata
alapjan a F. sadleriana legkodzelebbi rokonai a F
tatarica ¢és a F. songarica.

* A F sadleriana kisebb egyedszamu populacioi is

jelentds genetikai valtozatossagot rejtenek.



Nem figyeltiink meg szignifikdns tdvolsag altali
izoléaciot (IBD) a F. sadleriandaban.

Genetikai bizonyitékokat talaltunk a populaciok kozotti
attelepitésekre, valamint kimutattuk, hogy a Kis-Kevély
populacié forrasa minden kétséget kizdrdan a Pilis-tetdi
populacié volt.

Bar nem taldltunk egyértelmii bizonyitékokat a Kis-
Kevély és Nagymaros populaciok telepitett eredetére,
eredményeink nem is zarjdk ki ezeket. Bizonyitottuk

viszont az utdbbi populécio kevert eredetét.

4. esettanulmany: A pontuszi sztyeppe eddig ismeretlen,

kriptikus zsalva (Salvia L.) fajanak azonositasa és jellemzése

morfometriai és genomi modszerekkel

Megallapitottuk, hogy az altalunk vizsgalt Salvia taxon
elterjedése valoszinlileg a Pontuszi sztyepp valodi
sztyepp zondjara korlatozodik, mig a S. austriaca s.s. a
Karpat-medence, a Pontuszi sztyepp és a Balkan erdds
sztyepp zonajaban, valamint a Krim-félsziget déli
részén taldlhato meg.

Az altalunk vizsgalt Salvia taxon és a §. austriaca a
vizsgalt hatbdl 6t virdg-, és egy vegetativ jellegben is

szignitkans eltérést mutattak.
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* A filogenomikai elemzés teljes bizonyossaggal
elkiilonitette az altalunk vizsgalt taxonokat, melyek a
koaleszencia alapu datilas alapjan ~197 ezer éve
valhattak szét. A Bayes-faktor alapu faji lehatarolas is
nagy bizonyossaggal a két taxon faji szintli kiilonallasat
tamogatta.

* Bizonyitottuk, hogy a RADseq modszer teljes
bizonyossaggal képes volt elkiiloniteni kozelrokon

Salvia fajokat.
Diszkusszio

Az altalunk a G. palustrisban fejlesztett 11 polimorf
mikroszatellit marker a k6zolt mérészamok alapjan alkalmas a
faj populacidgenetikai vizsgalatara, valamint eldrelépést
jelentenek a faj vizsgalatara alkalmas markerek tekintetében,
ugyanis a korabban hasznalt, dominans AFLP markerek nem
alkalmasak a teljes genetikai diverzitas feltérképezésére,
valamint kiillonbozé vizsgalatok kozott is problémés az
Osszehasonlitdsuk (Amold & Emms, 1998). Az ezen
markerekkel végzett vizsgalatok alkalmasak lehetnek e
fokozottan védett faj természetvédelmi kezelésének genetikai

megalapozéasara. Eredményeink valdszinlisitik, hogy az
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altalunk azonositott markerek mads, kozelrokon fajokban is
alkalmazhatok lehetnek.

A F sadleriandaban  fejlesztett 13 polimorf
mikroszatellit marker alkalmasnak bizonyult a faj
populacidgenetika viszonyainak feltardsara. Bar a null allélok
jelenléte eltéréseket okoz a Hardy-Weinberg egyenstlytol, ez
szoftveresen korrigalhatd, megbizhatovd téve a tovabbi
eredményeket (Chapuis & Estoup, 2007). Ezek az elso
mikroszatellit markerek, melyek bizonyitottan alkalmasak
populacidgenetikai vizsgalatok elvégzésére ezen fokozottan
védett, endemikus fajban. Ugyanakkor, a nagyaranya fajok
kozotti amplifikacid valdsziniisiti, hogy a markerek szélesebb
korben is alkalmazhatdak a Ferula nemzetség korében.

F sadleriana a nemzetség eurazsiai sztyepp Ovet meghoditd
leszdrmazédsi vonaldnak legnyugatibb képviseléje. A faj
esetében megfigyelt magas genetikai diverzitds a faj hosszu
¢lettartamanak  tulajdonithatd, és egy erdsen exogam
szaporodasi rendszert valdsziniisit, melyek igy kiegyenlitik a
kis populdcidéméret negativ hatasat (Hamrick és mtsai., 1991;
Karron, 1991; Riley és mtsai., 2010). A szignifikans “Isolation

by Distance” hianya arra utal, hogy bar az egymashoz
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foldrajzilag kozel talalhaté populdciok genetikailag kevésbé
differencialtak, ezt a mintazatot valoszjniisithetéen a hossza
ideje tartd izolacid hatisara bekovetkezd genetikai sodrodas
elmosta. A Kis-Kevély populacio egyértelmiien a Pilis-tetdi
populacidbdl szarmazik, ugyanis mig koztiik rendkiviil kicsi, a
tobbi populacio és a Kis-Kevély kozott nagy Fst érték
figyelhetd meg, mely a Kis-Kevély populéciot az alapitd hatas
klasszikus  példajava  teszi.  Eredményeink  genetikai
bizonyitékokkal  tdmasztjdk ald néhany, anekdotikus
beszamolot a populaciok kozti természetvédelmi célu
telepitésekrél (Somlyay, 2007; Lendvay & Kalapos, 2009),
valamint felveti kordbban nem ismert telepitések eshetOségét
is. A faj evolucids torténetének rekonstrukcidja alapjan nem
bizonyithato, de nem is zarhaté ki a Kis-Kevély és a
Nagymaros populaciok telepitett eredete, viszont valoszinlsiti
azt, hogy a faj populacidi egy 0Osi, nagyméretii populaciobol
eredeztethetéek, mely néhany ezer-tizezer évvel ezel6tt
darabolddhatott fel.

Az altalunk azonositott Salvia taxon ¢és a
S. austriaca s.s. feltehetéen vikarians elterjedése arra utal,
hogy a két taxon oOkologiai igényei nagy valdszinliséggel

eltéréek. A morfometriai elemzések alapjan mig a legtdbb
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vegetativ jellegben nem talaltunk eltérést, a legtobb viragjelleg
nagyfoku és konzisztens eltérést mutat, ami a zsalyaknal a
fajképzodés f6 mozgatorugdja lehet (ClaBen-Bockhoff ¢és
mtsai., 2004). Az Osszes filogenomikai eredménylink
egybehangzoan tamogatta a két taxon faji szintii elkiiloniilését,
¢és az elvalasuk idejét korabbra becsiiltiik, mint két altalanosan
elfogadott faji szintli taxon, a S. nemorosa és a S. pratensis
elvalasat. A RADseq modszer teljesitményébdl —arra
kovetkeztetiink, hogy az alkalmas lehet akar az egész Salvia
nemzetségen beliil a fajok leszarmazasi viszonyainak
feltarasara.

A négy esettanulmany megmutatja, hogy kiilonb6zd, a
botanikai kutatasban felmeriilé kérdésekre kiillonbozd genetikai
modszerek lehetnek a legalkalmasabbak. Az nrITS szekvencia
hasznalata alacsony koltségekkel, ¢és kevés munkaoraval
kivitelezhetd, viszont leginkdbb csak mély filogenetikai
elvalasok rekonstrukcidjara alkalmas. A  mikroszatellit
markereknek féleg a fejlesztése rendkiviil koltség- ¢és
1ddigényes, ezért (amennyiben nem allnak rendelkezésre mar
azonositott és tesztelt markerek), hasznalatuk leginkabb nagy
egyedszamu, vagy  hosszi  tdvli  populédciogenetikai

vizsgalatokban indokolt. A RADseq modszer a magas
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koltségek mellett egy konyvtarban limitalt egyedszam
vizsgalatat teszi lehetévé, viszont viszonylag kis munkéval az
elobbi két mddszernél nagysagrendekkel tobb adatot kapunk.
Hatranyai példaul, hogy kevésbé alkalmas a mély filogenetikai
elvalasok vizsgélatara, valamint az adatokat feldolgozasa soran
hasznalt beallitdsok befolyasoljak az eredményeket, ezért két
vizsgalat kozotti eredmények Osszehasonlitasa kevésbé
megbizhato.
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Introduction

Humanity's interest in plants was initially driven by
their medicinal or food uses. From this interest, the science of
modern botany was born in the 18th century, starting with the
double nomenclature created by Carl Linnaeus. At that time,
plants were classified solely on the basis of morphological
characters visible to the naked eye, but with the development of
microscopy, it became possible to examine and differentiate
plants on the basis of characters of ever finer detail (Robertson,
1905).

In the second half of the 1800s, Gregor Mendel
developed the theory of heredity by experimenting on peas,
which laid the foundations for the science of genetics (Kun,
2017). The discovery of chromosomes, together with the fact
that the chromosomes carry the units of heredity, the genes
(Carlson, 2004), and the identification of DNA as the
hereditary material, opened the way to the establishment of
molecular genetics (Avery et al., 1944).

With the expansion of the toolkit of molecular genetics,
we have moved from the study of a small number of alleles at
just a few loci to the study of thousands of single nucleotide

polymorphisms (SNPs) from next-generation sequencing
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(Kreitman, 1983; Andrews et al., 2016) and even the
comparison of whole genomes (Henz et al., 2005). The
increasingly large amount of data generated has become
manageable with the constant development of statistical
frameworks and the computational power of computers.

Most often, state-of-the-art molecular genetic methods are
developed in bacterial and animal models and only then are
they transferred to plants. Hungarian conservation and
botanical research are particularly lagging behind in the use of
molecular genetics, as shown by the fact that the first results on
this topic were published only in the mid-2000s (Gulyas et al.,
2005).

In my thesis—in a way, following the development of
the tools of molecular genetics—, I present four case studies to
illustrate the potential of three methods, Sanger sequencing,
microsatellite markers and restriction site-associated DNA
sequencing (RADseq), in botanical research, using

phylogenetic and population genetic approaches.
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Objectives

Case Study 1: Isolation and characterization of 15 SSR loci for
the endangered European tetraploid species Gladiolus palustris

(Iridaceae).
The objectives of this case study were (1) to identify

microsatellite markers suitable for population genetic research
in Gladiolus palustris Gaud.; (2) to test these markers on
population samples and characterize them using population
genetics metrics; (3) to test the amplification of markers in
closely related species.

Case Study 2: Development and characterization of novel SSR
markers in the endangered endemic species Ferula sadleriana.

The objectives of this case study were (1) to identify
microsatellite (SSR) markers that can be used in the
conservation management of Ferula sadleriana Ledeb.; (2) to
test and characterize these markers in population samples and

(3) to test their amplification in closely related species.

Case Study 3: Conservation genetics of the endemic
endangered Ferula sadleriana.

The objectives of the case study were (1) to reconstruct

the phylogenetic tree of the genus Ferula using the nuclear
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ribosomal ITS (nrITS) sequence to determine the position of
F sadleriana within the genus; (2) to analyze the genetic
diversity, population structure and evolutionary history of
F sadleriana populations using SSR markers; (3) to make
genetically grounded recommendations for the conservation of

the species.

Case Study 4: Identification and characterisation of a

previously unknown species of cryptic sage (Salvia L.) from
the Pontic steppe using morphometric and genomic methods.

The objectives of the case study were to (1) establish
the geographical limits of the distribution of the taxon we
identified; (2) morphometrically investigate the difference in
floral morphology between the taxon we identified and
Salvia austriaca Jacq.; (3) investigate the genetic relationship
between the taxon we identified and S. austriaca using

genomic (RADseq) methods.
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Methods

In every case study, plant tissue samples collected in the
field were dried and stored in silica gel, and genomic DNA was
extracted either according to a modified CTAB protocol or
using the E.Z.N.A. Plant DNA DS Mini Kit (Omega Bio-tek,
Inc., GA, USA).

Case Study 1: Isolation and characterization of 15 SSR loci for
the endangered European tetraploid species Gladiolus palustris

(Iridaceae).

The development of microsatellite markers was carried

out according to a protocol based on 454 pyrosequencing. A
library containing DNA from several individuals was enriched

for microsatellites and sequenced.

Case Study 2: Development and characterization of novel SSR
markers in the endangered endemic species Ferula sadleriana.

For the development of microsatellite markers, the

sequencing library was constructed using the Illumina Nextera

Kit and sequenced on the [llumina MiSeq instrument.

Case studies 1 and 2:
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The same methodology was used in the first two case
studies  following sequencing. Sequences containing
microsatellites were identified from the reads using different
screening methods and primers were designed for these
sequences. The primers were tested in several steps using PCR
and electrophoretic methods. The finally selected markers were
characterized by software using widely used population genetic

metrics.

Case Study 3: Conservation genetics _of the endemic

endangered Ferula sadleriana.

For the phylogenetic analysis, the nrITS sequences of
eight F sadleriana individuals, two individuals of
Ferula songarica Pall. ex Schult., and one individual of
Ferula tatarica Fisch. ex Spreng. and
Ferula heuffelii Griseb. ex Heuff. each were PCR amplified
and sequenced by Sanger sequencing. This was complemented
with Ferula nrITS sequences downloaded from GenBank, and
the resulting data set was used for phylogenetic reconstruction
using ML (Maximum Likelihood).

For the population genetic analysis, 13 microsatellite
markers were amplified in a total of 109 F sadleriana

individuals using PCR. Clustering analysis was performed on a
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reduced data set containing 11 loci. Finally, the evolutionary
history of the species was investigated using the same dataset

in the ABC (Approximate Bayesian Computation) framework.

Case Study 4: Identification and characterisation of a

previously unknown species of cryptic sage (Salvia L.) from

the Pontic steppe using morphometric and genomic methods.

To investigate the distribution of the taxon, we collected
occurrences of §. austriaca from online photographic
databases where the flower morphology could be identified on
the photo, and then mapped the distribution of the two different
floral forms.

For the morphometric study, several vegetative and
floral characters were measured in the two Salvia taxa, and the
results were compared by statistical analysis.

For the genomic analysis, a sequencing library was
constructed using the RADseq method from individuals of the
Salvia taxon of interest, S. austriaca, and three closely related
species with a sympatric distribution, Salvia nemorosa L.,
Salvia nutans L. and Salvia pratensis L., as outgroups. The
library was sequenced on Illumina's NextSeq platform using a

150 bp length method with single-end reads. Reads were
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processed in a bioinformatic pipeline, resulting in a matrix of
2911 independent SNPs per individual.

From this dataset, we reconstructed a ML phylogenetic
tree, performed multivariate analysis of genetic structure
between individuals using Discriminant Analysis of Principal
Components (DAPC), Bayes-factor Species Delimitation

(BFD) and coalescent-based dated species tree reconstruction.

Results

Case Study 1: Isolation and characterization of 15 SSR loci for
the endangered European tetraploid species Gladiolus palustris

(Iridaceae).

¢ Fifteen microsatellite markers were identified in

G. palustris, 11 of which proved to be polymorphic.

* Genetic diversity values were as expected in the two
larger populations, whereas the small population in the
Mitra mountains showed extremely low genetic
diversity.

* Interspecific amplification was also successful at four
loci in the two closely related species, G. imbricatus

and G. tenuis.
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Case Study 2: Development and characterization of novel SSR

markers in the endangered endemic species Ferula sadleriana.

In F sadleriana, 22 microsatellite (SSR) markers were
identified, of which 13 were found to be polymorphic.
Based on genetic diversity values, deviations from the
Hardy-Weinberg equilibrium were observed in some
loci due to the presence of null alleles, and genetic
linkage was observed in three pairs of loci.

Of the 22 loci, interspecific amplification was
successful in 20 and 19 loci in the two closely related

species, F. songarica and F. tatarica.

Case Study 3: Conservation genetics _of the endemic

endangered Ferula sadleriana.

Based on phylogenetic analysis of the nrITS sequence
matrix, the closest relatives of F. sadleriana are
F tatarica and F. songarica.

Smaller populations of F sadleriana also harbour
considerable genetic diversity.

No significant isolation by distance (IBD) was observed

in F. sadleriana.
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*  We found genetic evidence for translocations between
populations and showed that the source of the Kis-
Kevély population was without doubt the population of
Pilis Hill.

* Although we did not find clear evidence for the
introduced origin of the Kis-Kevély and Nagymaros
populations, our results do not exclude these scenarios
either. However, we provide evidence for a mixed

origin of the latter population.

Case Study 4: Identification and characterisation of a
reviously unknown species of cryptic sage (Salvia L.) from
the Pontic steppe using morphometric and genomic methods.

* We found that the distribution of the Salvia taxon we
studied is seemingly restricted to the true steppe zone of
the Pontic steppe, while S. austriaca s.s. is found in the
forest-steppe zone of the Carpathian Basin, the Pontic
steppe and the Balkans, and in the southern part of the
Crimean Peninsula.

e The Salvia taxon we studied and S. austriaca showed
significant differences in five out of the six floral, and

one out of four vegatative characters examined.
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* The phylogenomic analysis separated the taxa we
studied with complete certainty, which have diverged
~197,000 years ago based on coalescence dating. The
Bayes-factor species delimitation also supported the
species-level separation of the two taxa with high
confidence.

*  We demonstrated that the RADseq method is able to
separate closely related Salvia species with complete

confidence.
Discussion

The 11 polymorphic microsatellite markers we have
developed in G. palustris are suitable for population genetics
of the species based on the reported metrics, and represent an
improvement in the markers suitable for the study of the
species, as the previously used dominant AFLP markers are not
able to reveal the full genetic diversity, and comparison
between different studies is problematic (Arnold & Emms,
1998). Studies using the markers we have developed may be
useful to provide a genetic foundation for conservation

management of this highly protected species. Our results make
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it likely that the markers we have identified can be applicable
to other, closely related species.

The 13 polymorphic microsatellite markers developed
in F. sadleriana have been shown to be suitable for elucidating
the population genetic structure of this species. Although the
presence of null alleles causes deviations from the Hardy-
Weinberg equilibrium, this can be corrected computationally,
making further results reliable (Chapuis & Estoup, 2007).
These are the first microsatellite markers that are suitable for
population genetic studies in this highly protected, endemic
species. At the same time, the high degree of interspecific
amplification makes it likely that the markers could be used
more widely in the genus Ferula.

Based on our results on the phylogenetic position of
F sadleriana, it is the westernmost representative of the
lineage of the genus that has colonised the Eurasian steppe belt.
The high genetic diversity observed in this species can be
attributed to its long lifespan and suggests a highly outcrossing
reproductive system, which thus offsets the negative effect of
small population size (Hamrick et al., 1991; Karron, 1991;
Riley et al., 2010). The lack of significant Isolation by Distance

suggests that although geographically close populations are less
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differentiated genetically, this pattern is likely to have been
obscured by genetic drift resulting from long periods of
isolation. The Kis-Kevély population clearly descends from the
Pilis Hill population, because while the Fst value between the
two is extremely small, the Fst value between the Kis-Kevély
and every other population is quite large, making the Kis-
Kevély population a classic example of the founder effect. Our
results provide genetic evidence to support some of the
anecdotal reports of inter-population introductions for
conservation purposes (Somlyay, 2007; Lendvay & Kalapos,
2009), and also raise the possibility of previously unknown
introductions. Reconstructions of the evolutionary history of
the species do not prove or exclude an introduced origin of the
Kis-Kevély and Nagymaros populations, but suggest that the
current populations of the species may have originated from an
ancient, large population that may have been fragmented some
thousands to tens of thousands of years ago.

The seemingly vicariant distributions of the Salvia
taxon we identified and S. austriaca s.s. suggest that the
ecological requirements of the two taxa are likely to be very
different. Morphometric analyses suggest that while no

differences were found in most vegetative characters, most
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floral characters showed a high and consistent divergence,
which can be a major driver of speciation in sages (ClaBBen-
Bockhoff et al., 2004). All of our phylogenomic results were in
agreement, supporting the species-level separation of the two
taxa, and we estimated the time of their separation to be earlier
than the separation of two generally accepted species-level
taxa, S. nemorosa and S. pratensis. We conclude from the
performance of the RADseq method that it may be suitable for
exploring the phylogenetic relationships within the entire
Salvia genus.

The four case studies show that different genetic
methods may be best suited to address different questions in
botanical research. The use of nrITS sequencing is feasible at
low cost and with few person-hours, but most often it is only
suitable for reconstructing deep phylogenetic separations. The
development of microsatellite markers in particular is
extremely costly and time-consuming, and therefore (where no
previously developed and tested markers are available) their
use 1s most appropriate when large numbers of individuals are
to be studied, or in long-term population genetic studies. The
RADseq method allows for the analysis of a limited number of

individuals in a library at high cost, but with relatively little
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work, and with it, orders of magnitude more data can be
obtained than the first two methods. Disadvantages include its
reduced suitability for studying deep phylogenetic separations
and that the settings used for data processing can affect the
results, making comparisons between different studies less

reliable.
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