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1. Bevezetés

A Crocus vernus fajcsoport morfologiailag és citogenetikailag rendkiviil
valtozatos novénycsoport, amelynek nevezéktani torténete tobb mint 200
éves multra tekint vissza. Midta az angol ird és botanikus John Hill a
tavasszal viragzo svéjci safranyokat Crocus vernus névvel illette, tobb mint
30 szerz6 28 kiilonbozd fajt, alfajt vagy valtozatot kozolt a fajesoport
elterjedési teriiletérdl. Ezek a leirasok alapvetden morfoldgiai és citogenetikai
bélyegek alapjan kiilonitették el a taxonokat. A molekuldris biologiai
modszerek robbandsszerti fejlodésével és a PCR alapu technikdk rutinszera
alkalmazasdval a ndvényi molekularis taxonomiai ¢és filogenetikai
vizsgalatok 0j lehetdséget adtak a botanikusok szdmara a bizonytalan és
nehezen értelmezhetd ndvénycsoportok rendszertananak vizsgalatara. A
nemzetség ¢és a fajcsoport atfogd molekularis genetikai vizsgalataival
lehetéség nyilt az ellentmodasok tisztazasdra és a pontos fajhatarok
megallapitasara. Az elmult 10 év sordn tobb munkacsoport is foglalkozott a
Crocus nemzetség filogenetikajaval, és a Crocus vernus fajcsoport
molekularis taxondmiai vizsgalata is elkezdddott. A fajcsoport pontos
nevezéktana, genetikai variabilitasa és filogenetikdja azonban még korant
sem tisztazott.

Kutatomunkdm alapvetd célja a Crocus vernus fajcsoport Karpat-
medencei fajainak genetikai variabilitas vizsgalata volt AFLP markerek és
kloroplaszt szekvencia adatok alapjan.

A munka céljai dsszefoglalva:

1. Az AFLP technika optimalizalasa és alkalmazasa a Crocus vernus
fajesoport genetikai variabilitdsanak vizsgalatara.

2. Uj genetikai markerek alkalmazisa a Crocus vernus fajcsoport
molekularis taxondmiai vizsgéalatahoz.

3. A Crocus vernus fajcsopot Karpat-medencei fajainak molekularis
taxonomiai, filogenetikai és populaciogenetikai vizsgalatai AFLP
markerek alapjan.

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



2. Irodami attekintés

A Crocus nemzetség bemutatdsa

A Crocus L. nemzetség az APG III rendszerben, amely a zarvatermok
molekularis rendszertani osztalyozasan alapszik az Egyszikiiek (Monocots)
kladjan beliil a Lilianae forendbe, ezen beliill az Egyszikiiek legnépesebb
rendjébe a Spargaviragiakhoz (Asparagales), majd ezen belil a
Nosziromfélék (Iridaceae) csaladjaba tartozik. A nemzetség mintegy 160
eurazsiai elterjedésti fajt foglal magaba, amelynek fajdiverzitasi kozpontjai a
Balkan-félsziget ¢és Kis-Azsia teriiletén talalhatoak (MATHEW 1982,
SCHNEIDER et al. 2013, HARPKE et al. 2014). A nemzetség citogenetikailag
rendkiviil valtozatos, a kromoszomszam 2n=7-70 kozott valtozik,
a poliploidia és diszploidia jelenségének (BRIGHTON et al. 1973; GOLDBLATT
& TAKEI 1997, HARPKE et al. 2013).

A Corcus nemzetség rendszertanat osszefoglalo Crocus monografia 1982-
ben késziilt el, amely morfologiai bélyegek alapjan a nemzetséget két
alnemzetségre osztotta: Corciris és Crocus alnemzetségekre (MATHEW
1982). A Crociris alnemzetséget egyediiliként a monotipikus banati safrany
(Crocus banaticus) képviseli. A Crocus alnemzetséget az elélevél megléte
alapjan 2 szekciora - Corcus és Nudiscapus - osztotta, majd figyelembe véve
a bibe és a hagymagumo erezettségének morfologiai jegyeit, valamint a
viragzasi 1d6t tovabbi 15 sorozatot kiilonit el. Az 1930-as évektdl
elkezdédtek a Crocus nemzetség citogenetikai vizsgalatai. Az elsé
részletesebb citogenetikai adatokat Feinbrun kozolte, amelyben bemutatja a
nemzetségre jellemz6é kromoszomaszamokat €s ploidia szinteket (FEINBRUN
1958). Az 1970-¢s évektdl a Kew Gardens munkatarsai elkészitették Crocus
nemzetség atfogd citogenetikai vizsgalatdt, amelyben a nemzetség teljes
elterjedési teriiletérl 88 faj citogenetikai jellegeztességét Osszegezték
(BRIGHTON et al. 1973). Vizsgalataik megallapitottak, hogy a Crocus
nemzetség a rendkiviil valtozatos kromoszoma szamu (2n=6-64) ¢és
kariomorfologiaji  taxonokkal az Iridaceae csalad citogenetikailag
legvaltozatosabb csoportjat képviseli. Tobb fajcsoport esetén, mint a C.
biflorus, C. sativus, és C. vernus fajcsoportok a rendelkezésiikre allo
adatokbol nem sikeriilt pontos fajhatarokat meghatarozni.



A nemzetség rendszertanaval ¢és fejlodéstorténetével kapcsolatban a
molekularis genetikai modszerek, ennek koszonhetéen a molekularis
taxondmiai modszerek fejlodésével a 2000-es évektdl sorra 1) eredmények
lattak napvildgot, amelyek jelentésen megvaltoztattdk a nemzetség
morfologiai €s citogenetikai jellegekre épiilo rendszertanat. A nemzetség elso
atfogo filogenetikai vizsgalata 5 kloroplaszt marker szekvencia adatai alapjan
késziilt el, amely igazolta a nemzetség monofiletikus eredetét, azonban nem
tamogatta a Corciris és Crocus alnemzetségekre és ezek tovabbi szekciokba
valo felosztasat (PETERSEN et al. 2008). Vizsgalataikban a Crocus banaticus
nem kiiloniilt el a Crocus alnemzetség tagjaitol, igy genetikai alapon a
Crociris alnemzetség nem kiilonithetd el. A kloroplaszt szekvencia alapu
filogenetika tovabbra is tamogatta a fajok sorozatokba rendszerezését és 9
korabban sorozatként kategorizalt csoport monofiletikus eredetét (Fiiggelék
1. A és 1. B abrak), azonban a két fajokban leggazdagabb Biflori és
Reticulati sorozatok ebben az analizisben nem bizonyultak monofiletikus
eredetli csoportoknak (PETERSEN et al. 2008). A nemzetség tovabbi atfogd
citogenetikai és molekularis filogenetikai feldolgozésa sordn az ITS, a trnL—F
kloroplaszt intergénikus marker és egy alacsony kopiaszamu nuklearis gén
egy részletét (pCOSAt103) vizsgaltak 110 taxon bevonasaval, valamint
tovabbi citologiai vizsgalatokat végeztek (HARPKE et al. 2013). A kombinalt
ITS és kloroplaszt szekvencia adatok megerdsitették a Mathew morfologiai
alapi rendszerében megallapitott Corcus ¢és Nudiscapus szekciok
monofiletikus eredetét. Tovabba nyolc sorozat elkiiloniilése is megerdsitést
nyert, hasonléan PETERSEN et al. kloroplaszt szekvencia alapti rendszeréhez
(Fuggelék 2. A és 2. B abrak A ¢és B). Kariologiai eredményeik igazoltak a
poliploidizacios események és a diszploidia meghatdrozé szerepét a
nemzetség citogenetikai evollcidja soran. Allotetraploid eredetiinek tekintik
a Nudiscapus szekciot, valamit poliploid eredetiicknek feltételezik a Crocus,
Scardici, Longiflori és Versicolores sorozatokat. Az At103 nukleéris régio
felszaporitasaval és klonozasaval nyert szekvencia adatok pedig szintén
megerdsitették a Nudiscapus szekciod allotetraploid eredetét.

A Crocus nemzetség fajszamat a morfologiai és citogenetikai jellegek
alapjan korabban 80-90 koriilinek tekintették, azonban a molekularis
genetikai kutatasok bevondsdval, valamint a Mediterrdneum keleti részén
jelenleg is foly6 intenziv florisztikai vizsgalatok eredményi alapjan méara mar
160 kortilire tehetd az ide tartozo fajok szdma (MATHEW 1982, PETERSEN et
al. 2008; SCHNEIDER et al. 2013, HARPKE et al. 2014).



A Crocus nemzetség legismertebb tagja a joféle safrany (Crocus sativus
L.), amely 6si fliszernovény. Termesztése i.e. 1500-2500 koriilire tehetd Iran,
India, Kina teriiletein, Europaban pedig a Mediterraneum teriiletén és Kelet-
Eurodpa térségében (NEGBI et al. 1989, BEIKI et al. 2010). A safrany fliszer a
virag Kkicsipett, szaritott bibéje (Croci stigma), amely mélyvords szind,
jellegzetes aromas illatd. Lassu és faradsagos kézi munka az apro, torékeny
viragok betakaritdsa és a bibék kitépése is. Egy kilogramm szaritott bibéhez
megkozelitleg 150000 frissen kinyilt virdg sziikséges. Ezek utdn nem
meglepd, hogy minden idok egyik legdragabb fliszerndvényeként tartjak
szamon.

A safrany mindamellett, hogy értékes fliszernovény, valtozatos élettani
hatasai altal a farmakoldgiai kutatdsok kozéppontjaba keriilt. Az utdbbi
években szamos kutatasi eredmény latott napvilagot a C. sativus és mas
Crocus fajok terapids felhasznalasi lehetdségeirdl rakellenes, antimutagén ¢€s
antioxidans tulajdonségai révén (ABDULLAEV & ESPINOSA-AGUIRRE 2004,
CHRYSSANTHI et al. 2007). A safrany szamos a népi gydgyasztaban és orvosi
felhasznalasaban is ismert és alkalmazott masodlagos anyagcsereterméket
tartalmaz (AHMAD et al. 2011. A glikozidok koziil krocint, pikrokrocint,
krocetint és szafranalt tartalmaz, amelyek gorcsoldd, koptetd, emésztést
serkentd, nyugtato és antidepresszans hatastak.

A Crocus sativus 6szi viragzasu, steril, triploid faj (2n =3x=24), amely
csak vegetativan szaporodik. Pontos eredete maig ismeretlen. Korabban
autotriploid eredetii fajnak feltételezték. MATHEW (1982) Crocus
monografiaja a C. cartwrightianus Herb. fajhoz sorolja, a Flora Europaea
(TUTIN et al. 1980) alfaji kapcsolatot feltételez. A leglijabb molekularis
genetikai eredmények azonban arra utalnak, hogy a C. sativus allopoliploid
eredetli, feltételezhetden két vagy harom genom jatszhatott szerepet a
kialakulasdban, amelyek koziil az egyik sziil6i faj biztosan a C.
cartwrightianus (FERNANDEZ 2004).



A Crocus vernus fajcsoport bemutatasa

A Crocus vernus (L.) Hill. fajcsoport a morfologiai bélyegeken alapul6 és
a molekularis filogenetikai alapi rendszerezésben is a Crocus szekcioba,
ezen beliil a Verni sorozatba tarozik (MATHEW 1982, HARPKE et al. 2014). A
nemzetség legészakibb eléfordulasu fajai tartoznak ide, elterjedési teriiletiik a
Pirenneusoktol, az Alpokon, az Appenini-félszigeten és a Karpat-medence
térségén at egészen az Eszak-Balkanig hizodik. Eszaki elterjedésiik az
Eszaki-Kéarpatok vonulatan tal a Szudétak vidékéig tart.

A Crocus vernus sensu lato nevezéktanaval és rendszertanaval kapcsolatos
viszontagsdgok tobb mint 250 éves multra tekintenek vissza. A Crocus
vernus fajnevet eldszor HiLL (1765) alkalmazta a Svajcban el6forduld,
tavasszal nyilé Crocus novényekre. Az elsé részletesebb taxondmiai leirdst
Wulfen kozli (WULFEN 1778), amelyben az Ausztridban eléforduld
természetes populdciokat jellemzi. Ez a leiras szolgalt késobb alapul a
Crocus albiflorus leirasashoz is (KITAIBEL 1814). A fajcsoportot nagy
morfoldgiai és citogenetikai valtozatossag jellemzi, ennek kovetkeztében a
botanikusok az elmult 100 évben szamos fajt neveztek meg az elterjedési
tertilet kiilonbozd részeirdl, amelyek rendkiviil bonyolult nevezéktani és
rendszertani helyzetet teremtettek. A fajcsoporthoz tartozo taxonokat a Flora
Europaea (TUTIN 1980) és a Crocus monografia (MATHEW 1982) is Crocus
vernus dsszefoglald névként kezeli €s csupan két alfajra osztja: (1) C. vernus
ssp. albiflorus, amely egy alpesi elterjedésii, jellemzden fehér viragh, diploid
novény (2n=8). (2) C. vernus ssp. vernus, amely egy Osszefoglald név. Ide
taroznak a lila viragh, 2n= 10, 12, 18, 20, 22, 23-as kromoszomaszamu
taxonok. Faji szinten ebben a kategoriaban a C. heuffelianus, C. scepusiensis,
C. neapolitanus és C. siculus taxonok kiilonithetoek el.

A kozelmultban elkésziilt a Crocus vernus nevezéktani revizidja (PERUZZI
et al. 2013), amelyben kijelolték a Crocus vernus névhez tartozé lektotipust.
Ez egy Alpokban el6fordulé 2n=8 kromoszémaszdmu, fehér viragu névény,
amely a kozép-europai taxonémusok korében a Crocus albiflorus Kit. ex
Schult. fajként ismert. A Crocus vernus fajcsoport nevezéktanaban ez
alapvetd valtozasokat jelentett, amelynek kovetkezményei az aldbbi
nevezéktani modositasokat eredményezte. A tovabbiakban a C. albiflorus
taxonra a C. vernus fajnevet kell alkalmazni, igy a C. albiflorus taxonnév a
C. vernus szinonimajava valt. A K6zép-Olaszorszagban elterjedt, korabban
C. vernus-ként azonositott taxon esetében pedig a C. neapolitanus érvényes
taxon nevet allapitottak meg.



A Crocus vernus fajcsoport részletesebb citogenetikajaval az 1960-as
években egymastol fiiggetleniil két munkacsoport kezdett foglalkozni: a Kew
Gardens munkatarsai és a krakkoi Jagello Egyetem kutatdi. SKALINSKA
(1968) a C. albiflorus és C. scepusiensis kariologiai dsszehasonlitasa soran
tobb hasonlosagot is talalt a két faj kozott. Ennek alapjan arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy a C. albiflorus szerepet jatszhatott a C.
scepusiensis kialakulasaban. RAFINSKI & PASSAKAS (1976) a C. scepusiensis
¢s a C. heuffelianus dél-erdélyi 2n=18-os kromoszomaszamu populacidit
vizsgaltak. Eredményeik alapjan a két taxon kromoszémaszama megegyezik,
Gardens-ben elkezdett a Crocus nemzetség citogenetikai feldolgozasara
iranyuld vizsgalat alapjan a C. vernus fajcsoporothoz tartozo taxonokat
rendkiviil nagy citogenetikai valtozatossag jellemezte, igy a fajcsoport
részletes vizsgalatat 1976-ban tovabb folytattak (BRIGHTON et al. 1973,
BRIGHTON 1976). Ennek eredményeként BRIGHTON (1976) tobb uj citologiai
adatot is kozolt. Leirta a C. heuffelianus 2n=10-es citotipusat Ukrajnabol és
Erdélybdl, valamint Olaszorszag és Csehorszag teriileteirdl a C. vernus
2n=16-os kromoszomaszamti populacidit. A C. heuffelianus 2n=18-as
citotipusa és C. scepusiensis esetében 6 is hasonld megallapitasra jut, mint a
lengyel kutatocsoportok. A két faj kromoszémaszama megegyezik, azonban
kariomorfologiai kiillonbségek figyelhetok meg kozottiik.

A fajcsoport taxondmidjaval kapcsolatos legijabb  eredmények
morfologiai, molekularis genetikai (trnL—trnF, ndhF, ITS, At103) és
kariologiai vizsgalatok alapjan a Verni sorozat filogenetikai rekonstukciojara
iranyultak (HARPKE et al. 2014). A morfologiai jellegzetességeket vizsgalva
12 kiilonbozé  alaktani  karaktert hasonlitottak  Ossze, amelynek
eredményeként a Verni sorozaton beliil két csoport kiilonitettek el. Az els6
csoportba a MATHEW (1982) értelmezésében vett C. vernus fajcsoporthoz
tartozo fajok és a C. tommasinianus tartozik. A masodik csoportot a C.
etruscus, C. ilvensis, C. kosaninii és C. longiflorus fajok alkotjak (1. abra). A
morfometriai és molekularis genetikai és citogenetikai eredményeket
Osszegezve pedig megallapitottak, hogy a Crocus vernus fajcsoport a
kovetkez6 5 o0nalld fajt foglalja magaba: C. siculus, C. vernus, C.
neapolitanus, C. neglectus, C. heuffelianus (1. abra).
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1. abra: A Verni sorozaton beliil a Crocus vernus fajcsoport filogenetikai viszonyai
HARPKE et al. (2014) vizsgalataiban. Eredményeik alajan a Crocus vernus
fajcsoporthoz tartozo taxonok (C. siculus, C. vernus, C. neapolitanus, C. neglectus
és C. heuffelianus) monofiletikus egységet alkotnak.

Ez a vizsgalat azonban nem terjedt ki a fajcsoport kozép-eurdpai
elterjedésti taxonjaira, ugymint a C. scepusiensis, C. vittatus, valamint a C.
heuffelianus kapcsan is minddsszesen 1 novényi mintat vizsgaltak Szerbia
teriiletérél, amelynek kromoszoémaszam adata is bizonytalan. Tehat a Verni
sorozat és a C. vernus fajcsoport rendszertanaval és fejlddéstorténetével

kapcsolatos kérdések tovabbra is megvalaszolasra varnak.



A Karpat-medencébdl és térségébdl hét természetesen el6forduld Crocus fajt
ismeriink. A banati safrany (Crocus banaticus Gay) elterjedési teriilete a
Balkéanon at Erdélyig terjed és tobb sajatos, a nemzetségre jellemz6 altalanos
alaktani jellegzetességektol eltérd bélyegeket hordoz. A C. banaticus esetén a
belsé lepellevelek cimpaja rovidebb, mint a kiilsoké és felall6 haromszog
alakuak, mig a kiils6 lepellevelek cimpaja széles tojasdad alaki. A bibe lila
szinli és finom szalu sallangokra oszlik. Sajatos morfologiai bélyegei alapjan
Mathew 6nallé alnemzetségben sorolta, azonban a kloroplaszt és a kombinalt
ITS/trnL-F filogenetikai eredmények alapjan nem kiiloniil el ilyen élesen a
nemzetség tobbi tagjatol, a Crocus szekciodhoz tartozik, kozeli rokonsagot
mutatva a C. malyi és C. longiflorus fajokkal. (PETERSEN et al. 2008, Harpke
etal. 2013).

A tarka safrany (Crocus reticulatus Stev.) a Tiszantilon, a Duna-Tisza
kozén és a Dunantulon a Bakonyaljan, Dél és Nyugat Dunédntilon fordul eld.
Morfologiai jellegzetességei a kiilsd leplek hatoldalan taldlhatd harom
sotétlila hosszanti csik, valamint a kemény, halozatos-recés burka
hagymagumo.

Az illir safrany (Crocus tommasisnianus Herb.) balkani elterjedésii faj,
hazankban a Tolna megyei Gyulaj kozelében taldlhaté egy populécidja,
amelynek hazai dshonossaga vitatott. Lepellevelei halvany lildk, rézsaszinbe
hajloak, foltot nem viselnek. A fajt Javorka Sandor 1949-ben a karpati
safrany valtozataként, Csapody-safrany (Crocus heuffelianus var. csapodyae)
néven irta le. 1964-ben Priszter Szaniszl6 azonositja a kozép balkani C.
tommasinianus fajjal. A molekularis genetikai eredmények alapjan a Crocus
vernus fajcsoport kozeli rokona (HARPKE et al. 2014, 1. 4bra).
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A Karpat-medencében és térségében a Crocus vernus fajcsoport tagjai
koziil négy faj fordul eld (2. abra).

2. abra: A Crocus vernus fajcsoport képviseldi a Karpat-medencében.
A és E: C. heuffelianus, B és F: C. scepusiensis, C és G: C. vernus,
D és H: C. vittatus (Molnar V. Attila fotoi).

A Crocus vernus (L) Hill (=Crocus albiflorus Kit. ex Schult.) (2. abra C és
G) egy alpesi faj, hazankban csak az Alpokaljan, Kdszeg mellett fordul eld,
ahol tizezernél is tobb egyedet szamlalo allomanya él (KEszel 1997).
Elterjedési teriilete Svajc, Eszak-Olaszorszag, Ausztria és Németorszag. A
Nyugat-Balkanon a Pirenneusok és az Alpok magashegyvidéki teriileteire
korlatozddik (BRIGHTON et al. 1976). Jellemzden fehér viragh, a fajcsoport
tagjai kozott a legkisebb termetii. Bibéje a porzoknal révidebb vagy legfejebb
egyforma magassagl, lepeltorka szOro6s. Kromoszoémaszama 2n=8,
heteromorf kromoszomaszerelvény jellemzi (BRIGHTON 1976). A faj
nevezéktani revizidja soran egy svajci (Ticino telepiilés) ndvényt jeloltek ki
érvényes lektotipusnak (PERUZZI et al. 2013).
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A Kkarpati safrany (Crocus heuffelianus Herb.) (2. abra A és E) elterjedési
teriilete a Balkantol északkeleti iranyba a Kéarpatok vonulatain, Romanidn és
Ukrajnan at, Lengyelorszagig huzoédik. Hazankban az Eszak-Alfoldon fordul
eld tobb természetes populacidja, ide a Karpatokbol leereszkedd vizek
mentén jutott el. A fajt 1835-ben az Eszak Banat-bol Herbert irta le és
Heuffel Janosrdl orvos-botanikusrol nevezte el, aki tobbek kozott a Bansag
florajanak lelkes kutatoja volt. A C. heuffelianus balkani fléraclem, leplei lila
szintiek, a lelpélcimpak megnyult tojasdadok, a lepelcsucsok alatt jellegzetes
V vagy sziv alaku folt figyelhet6 meg. Fontos morfologiai jellegzetessége,
hogy a lepeltorok csupasz, sz6rozottség nem jellemzi. A faj locus classicusa a
Banat hegységben talalhato (HARPKE et al. 2014). Az elmult évtizedekben C.
heuffelianus taxonnév alatt a C. vernus fajcsoporttal foglalkoz6 botanikusok
szdmos citogenetikai adatot kozoltek, agymint 2n= 10, 12, 14, 18, 20, 22-es
kromoszémaszamti populaciok (BRIGHTON 1976, MIHALY & KRICSFALUSY
1997, HARPKE et al. 2014, HARPKE et al. 2015). Ez a nagyfoku citogenetikai
valtozatossag egyrészt a Crocus nemzetségre jellemz6 diszploidiabdl adodik,
a 12-es kromoszomaszamu populacio (Koszovo) feltételezhetéen hibrid
triploid alak, valamint ezen szerzék a 2n=18-as kromoszoémaszamu szlovén
C. vittatus populaciokat is C. heuffelianus taxonként targyaljak. A Karpat-
medencében a C. heuffelianus 2n=10-es kromoszémaszamu citotipusa fordul
el6 (BRIGHTON 1976, MURIN & HINDAKOVA 1984, MAJjovsky 1990).
Mindezeket figyelembe véve a dolgozatomban C. heuffelianus sensu stricto
néven a Karpat-medencei 2n=10 citotipust nevezem meg.

A Dunantilon két populdcidja ismert a halvany safranynak (Crocus
vittatus Schloss. & Vukot.) (2. abra D és H) Bakonyaljan Kup telepiilés
hataraban és Somogy megyében a Balata-t6 kornyékén. A taxont a 1854-ben
Schlosser ¢és Vukotinovics Horvatorszdg sikvidéki tertiletérdl, nyilt
lomboserd6kbdl irta le. Locus classicus-a a Zagrab melletti Gostovic
telepiilés. Elterjedési teriilete a Karpat-medence délkeleti részén Szlovénia,
Horvatorszag, Magyarorszag teriiletén at Romanidban a Déli-Karpatokig tart.
Morfologiailag hasonlit a C. heuffelianus fajhoz, a lepeltorka azonban sz6rés.
Kromoszomaszama 2n=18. MAJOvVsKY et al. (1990) a szlovak Crocus fajok
citotaxonomiajaval foglalkoz6 munkajaban a Karpat. medence déli teriiletein
eléforduld 2n=18 kromoszomaszamu novényekre “Crocus uniflorus Schur”
nom. nud. fajnevet hasznalja.

A szepességi safrany (Crocus scepusiensis Borb. ex Klucz.) (2. abra B és
F) a fajcsoport és egyben a nemzetség legészakibb eldfordulasu faja, amely
az Eszaknyugati-Karpatok vonulatain fordul elé. A faj locus classicus-sa a
Poprad mellett talalhaté Levoca hegységben talalhato (MAJOVSKY et al.
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1990). MAJovsKY et al. (1990) érvényes taxon névként a Crocus discolor
Reuss.-t nevezi meg, azonban az irodalomban a Crocus scepusiensis név
terjedt el Brighton 1976-ban megjelent, a C. vernus fajcsoport
citogenetikajaval foglalkozé munkaja hatasara. A C. scepusiensis morfologiai
bélyegek tekintetében nagyon hasonlé a C. heuffelianus fajhoz, azonban
fontos elkiilonitd bélyege a szords lepeltorok. A fajt 2n=18 kromoszéma
szam jellemzi, azonban kariomorfoldgia kiilonbségek alapjan, gy mint a
kromoszémak morfologidja és a masodlagos beflizddések elhelyezkedése a
C. scepusiensis egyértelmiien elkiilonitheté a C. heuffelianus 2n=18-as
citotipusatol. (SKALINSKA 1968, BRIGHTON 1976, MAjovsky et al. 1990).
Eredetét tekintve MAJOVSKY et al. (1990) tgy vélekedik a C. scepusiensis a
C. heuffelianus  (2n=10) faj északi  populacidibol  szarmazik
autopoliploidizacio révén két kromoszoma elvesztésével.
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A hazai Crocus fajok természetvédelmi besorolasa és a
természetvédelmi genetikai alapfogalmai

A hazankban el6fordulod safrany fajok a 3/2001 (V. 9.) K6M rendelet
melléklete alapjan kivétel nélkiil védettek. A C. albiflorus, C. tommasinianus
¢és C. vittatus fajok eszmei értéke 50 000 Ft, mig a C. heuffelianus és C.
reticulatus fajoké 10 000 Ft.

Az 1989-ben megjelent, a Magyarorszagon kipusztult és veszélyeztetett
allat- és novényfajok Voros Konyvében a C. reticulatus ‘potencialisan
veszélyeztetett! , a C. tommasinianus ¢és C. vittatus ‘aktualisan
veszélyeztetett, mig a C. albiflorus 'a kipusztulas kozvetlen veszélyébe
keriilt' kategoridkban szerepelnek.

Az IUCN 200l-es rendszerében a C. albiflorus 'kipusztulassal
veszélyeztetett’, a C. tommasinianus és C. vittatus 'veszélyeztetett’, a C.
heuffelianus 'sebezhetd', mig a C. reticulatus 'veszélyeztetettség kozeli'.

A természetvédelmi genetika a bioldgiai sokféleség megdrzése érdekében
a kiilonbozd szintli konzervaciobioldgiai csoportok definidlasat kiemelt
jelentdségiinek tartja (HUGES et al. 1997). Ennek értelmében, a
konzervaciobioldégidban az Evolucidésan Szignifikans Egység (ESU) és
Funkcionalis Konzervacios Egység (FCU) fogalmakat vezették be (Funk et
al. 2012)

Az ESU kritériumait szamos konzervaciobiologiai témaju publikicioban
kiilonbozé megkdozelitésekben definialtadk (RYDER 1986, MORITZ 1994,
CRANDALL et al. 2000, FRASER & BERNATCHEZ 2001). Altalanossagban az
ESU kritériumai szerint azokat a populaciokat vagy populdcidocsoportokat
tekinthetjik 0nalld evolucidos egységeknek, amelyek oOkologiailag ¢és
genetikailag elkiiloniilnek a kozel rokon populaciocsoportoktdl (CRANDALL
et al. 2000, FUNK et al. 2012). Az ESU a genetikai differencialodas mellett
okologiai elkiilontilést is mutat, ami f6ldrajzi izolacidval is parosulhat. Az
FCU a gyakorlati konzervaciobioldgiaban fontos fogalom, amely azokat a
populaciokat vagy populacidcsoportokat jeloli, amelyek demografiailag és
okologiailag is fliggetlenek és a faj/populdcid hosszutavu fennmaradasa
szempontjabol kulcsfontossagtiak (HUGES et al. 1997). A Crocus vernus
fajcsoporton beliil atfogé populaciogenetikai munkak még nem késziiltek, igy
a konzervaciobiologiai szempontbdl rendkiviil fontos védett taxonok és
populaciok esetén az ESU és FCU egységeinek azonositdsa és jellemzése
még nyitott kérdés.
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AFLP

Az AFLP mddszer egy DNS ujjlenyomat technika, amelyet Zabeau és Vos
holland kutatok szabadalmaztattak és publikaltak (Vos et al. 1995). A
modszer elsd 1épéseként genomidlis DNS-t izoldlunk, amelyet restrikcids
endonukledzokkal hasitunk. Az igy keletkezett fragmenteket PCR reakcioval
amplifikaljuk olyan szelektiv nukleotidokat tartalmazé primerekkel, amelyek
az adapterekre €s hasitohelyekre komplementer szekvencidkat tartalmaznak.
Ily modon szelektiven csokkenthetd a felszaporitott fragmentek szama. Az
igy kapott AFLP fragmentek detektdlasa nagy elvalasztoképességii
elektroforézissel (pl.: poliakrilamid vagy kapillaris gélelektroforézis)
torténik. Az AFLP technikat alkalmazva egyszerre nagy mennyiségli adathoz
jutunk, a teljes genomot vizsgalva és nagy eldnye, hogy nincs sziikség
elézetes szekvencia ismeretre (Vos et al. 1995, MUELLER et al. 2008). Az
AFLP technika az adott fragmentek hianyat és jelenlétét vizsgalja, igy a DNS
fragmentek hosszaban 1év6 kiilonbségek kimutatasara nem alkalmas
(AIMONE-MARSAN et al. 2001). A restrikcios fragmenthossz polimorfizmus
(RFLP) technikaval 0sszehasonlitva az AFLP soran az amplifikéacios
lépésben a megfeleld primerparokkal kivéalasztva beallithato a detektalt
fragmentek szama. A fragmentmintazatbol a fragmentek jelenléte vagy
hianya alapjan 0/1 binaris adatok nyerheték, amelyek a fenetikali,
filogenetikai és populaciogenetika vizsgalatok alapjat képzik. A moddszer
fejlodésével a restrikcios fragmentek felszaporitasara mar kétlépéses PCR
reakciot alkalmaznak, ezek a preszelektiv és szelektiv amplifikacios 1épések.
Az egymast kovetd amplifikdcios 1épésekre azért van sziikség, mert az egy
lépésben  torténd amplifikdcid6 olyan nagy mennyiségli fragment
felszaporitasat eredményezi, amely a kiértékelést meglehetésen neheziti. igy
a preszelektiv amplifikaciot kovetden a szelektiv amplifikdcidban a primerek
3> végéhez 2-3, véletlenszerien kivalasztott bazist adunk, ezaltal a
fragmentek egy bizonyos hdnyada keriil felszaporitisra. Ily mdédon mar
konnyebben értékelhetd mennyiségii fragmentet detektalhatunk.

A modszer altalanosan hasznalt ndvénytaxonomiai, populacidogenetikai és
filogeografiai vizsgélatok sordn (KOOPMANN 2005., MEUDT & CLARKE 2007,
CULUMBER et al. 2011, CHENNAOUI-KOURDA et al. 2012, JUAN et al. 2012,
DE RIEK et al. 2013). Az AFLP markerek tulnyomorészt nuklearis eredetiiek,
igy abban az esetben, ha a szekvencia alapu genetikai markerek
feloldoképessége faji szinten nem megfeleld, a nagyobb felbontoképességii
AFLP modszer alkalmas lehet a genetikai variabilitas mértékének
megallapitasara (DESPRES et al. 2003, SIMMONS et al. 2007, GARCIA-PEREIRA
et al. 2010).
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Az elmult évtizedben a Crocus fajok genetikai variabilias vizsgalataiban
és a Crocus sativus populaciogenetikajaval foglakozo vizsgalatokban is
sikeresen alkalmaztak az AFLP technikat (ZUBOR et al. 2004, NAzzAL et al.
2011, EROL et al. 2011, 2014, SIRACUSA et al. 2013, Busconi et al. 2015).

ZUBOR et al. (2004) 6 Crocus faj genetikai variabilitasat vizsgalta AFLP
technikaval és kozeli rokosagi kapcsolatot allapitott meg a C. sativus és C.
cartwrightianus kozott.

NAzzAL et al. (2011) vizsgalatai a Kelet-Jordania teriiletén eléfordulod
Crocus hyemalis és Crocus moabiticus fajokra iranyultak. Vizsgalataikban az
AFLP technika hatékony modszernek bizonyult Crocus fajok genetikai
variabilitds vizsgélatira, eredményeik igazoltdk a két taxon faji szintli
elkiiloniilését.

Torokorszag egy endemikus, morfologiailag rendkiviil valtozatos safrany
fajat, a Crocus antalyensis taxont EROL et al. (2011) vizsgalta AFLP
modszerrel. Vizsgélataik soran elséként alkalmaztak AFLP markereket
Crocus fajok populaciogenetikai vizsgalatara. Eredményeik igazoltak, hogy a
Crocus antalyensis az AFLP markerek alapjan genetikailag elkiiloniil a
kozelrokon Crocus flavus subsp. dissectus fajtol, valamint a Crocus
antalyensis fajon beliil harom kiilonb6z6 alfajt kiilonitettek el. Egy késébbi
vizsgalatiban EROL et al. (2014) 26 kiilonb6z6é Crocus faj genetikai
diverzitasat, populdcid szerkezetét és genetikai alap rokonsagi kapcsolatat
vizsgalta Torokorszag teriiletérél és az Egei-tenger két gorog szigetérdl.
Kisérleti rendszeriikben 12 AFLP primerpar alkalmazasaval megallapitottak,
hogy az AFLP technika a Crocus fajok genetikai variabilitas vizsgalataira és
populécidgenetikai vizsgélatok esetén is alkalmazhatd modszer.
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SIRACUSA et al. (2013) Crocus sativus populaciok morfologiai vizsgalatait
¢s hatdanyag vizsgalatainak -HPLC modszerrel- eredményeit hoztak
Osszefiiggésbe a Crocus sativus populacidgenetikai vizsgalataival. A
kiilonboz6 foldrajzi teriiletekrdl -Azsia és Eurdpa- szarmazé mintak kozott
jelentds genetikai elkiiloniilést tapasztaltak, annak ellenére, hogy fenotipusos
megjelenésiikben ezek a ndvények nem mutattak jelentds eltérést.

AFLP és Methyl-Sensitive AFLP technika alkalmazasaval BUSCONI et al.
(2015) 112 Crocus sativus populacié vizsgalataval keresett Osszefiiggést a
genetikai variabilitds ¢és epigenetikai jellegzetességek vonatkozéasaban.
Vizsgalataikban a genetikai variabilitas alacsony foku volt, 12 kiilonb6z6
genotipust kiilonboztettek meg. Ezzel szemben a Methyl-Sensitive AFLP
eredményei magas epigenetikai variabilitast bizonyitottak és 38 kiilonb6z6
epigenetikai tipust kiilonitettek el.
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3. Anyag és Modszer

Novényi mintak

Molekularis genetikai vizsgalatainkhoz a ndvényi mintak gytjtése 2007 és
2012 kozott tortént Magyarorszag, Romania, Szlovékia, Horvatorszag és
Olaszorszag teriileteirdl (1. tablazat, 3. dbra). A molekularis taxonomiai és
citogenetikai vizsgalatokba nyolc, a Crocus nemzetségbe tart6z6 fajt vontunk
be 32 kiilonbozd populaciobdl (1. tablazat). Kiilcsoportként az elévizsgalatok
soran a Crocus sativus, a teljes adatsort vizsgalva a Crocus banaticus
szerepelt. A terepi gyiijtések soran a 1-2 cm?-es levéldarabokat gyljtottiink és
szilikagélt tartalmazé tasakokba vagy 96 %-os etanolba tettiik. A mintakat a

vizsgalatok megkezdéséig szobahdmérsékleten, az alkoholban tarolt mintdk
esetén pedig -80 °C-on taroltuk.
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3. abra: A Karpat-medencébdl és térségébol gylijtott ndvényi mintak.
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A gytjtéutak soran a Karpat-medence ¢€s térsége teriiletérdl begytjtottiik a
Crocus vernus fajcsoporthoz tartozé természetesen eléforduld fajokat.
Nevezetesen a C. heuffelianus, C. vittatus, C. scepusiensis, C. vernus fajok
populaciéibol. Tovabba a kozép-olasz elterjedésti C. neapolitanus fajbol is
sikeriilt egy mintat gytijteni

A C. tommasinianus a fajcsoport balkani elterjedésii rokona, amelynek
egyetlen hazai populacidjabol, Gyulaj melldl gytijtottiink novényi mintakat,
amelyet kozeli kiilcsoportként vontunk be a vizsgalatainkhoz.

A mintgyljtések soran csak a C. vittatus faj esetén gyiijtottiink mintat a
locus classicus-bol (Horvétorszag, Gostovic teleiilés). Igy taxondmiai
értelemben csak a C. vittatus esetében jelenthetjiik ki biztosan a faji
megfeleléséget. Azonban figyelembe véve a leirt fajok alaktani
jellegzetességeit, kromoszOémaszam adataikat, él6helyeiket ¢és elterjedési
teriiletiik hatarait, a vizsgalatainkba bevont taxonokrol feltételezziik és
kijelenthetjiik, hogy a C. vernus, C. heuffelianus (2n=10-es citotipus), C.
scepusiensis, C. tommasinianus C. neapolitanus és C. banaticus fajokrél van
sz6 és vizsgalatainkba ezeket a taxonokat vontuk be.
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1. tablazat: A vizsgalatokhoz begytijtott Crocus mintak populacioinak adatai.

Minta név
Taxon Orszag Gyiijtési hely Teljes adatsor Eldvizsgalat

. sativus SP Ledana - sativ_led
. banaticus RO Sovata banl-2 ban_szo

RO Hateg ban3-5 -

UA Bustina ban6 -

RO Finis ban7 -
. tommasinianus HU Gyulaj tom1-3 tom_gyu
. heuffelianus HU Csaholc heul-3 -

RO Curtea de Arges heu4d—6 -

RO Borsa heul0-11 -

RO Finis heul2-14 -

RO Betfia heul5 heu_bet

RO Petrosani heul6 -

RO Bucium heul? -

RO Luete heul9 -

RO Rucar heu20 -

UA Munkaceve heu7-9 -

UA Shajan heul8 -
. scepusiensis  SK Krivan scel-3 -

SK Zdiar sced—6 sce_zdi

SK Vrutky sce7-9 -

SK Vernar scel0 -

SK Poprad scell -
. vittatus HR Vratnik vitl-3 -

HR Gostovic vit4-5 -

HU Kup vit6-8 vit_kup

HU Szenta vit9 -

HR Kuterevo vit10-11 -
. Vernus HU K0szeg ver4 -

HR Gorici verl-3 -

HR Kuterevo verb -
.neapolitanus  IT Acquapendete  neal -
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DNS izolalas

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

A fenol-kloroform extrakcidé soran a mintakat folyékony nitrogén
segitségével eldorzsoltik. A mintakhoz 300 pl lizis puffert (100 mM Tris-
HCI [pH 8,0], 1,5 M NaCl, 50 mM EDTA [pH 8,0], 1 % SDS) adtunk,
kevertettiik, majd centrifugaltuk (13000 g, 5 perc). Ezt kovetden a feliiluszo
fazist 0 Eppendorf csOvekbe pipettaztuk, ezaltal megvaltunk a maradék
novényi daraboktol. 300ul TE telitett fenolt adtunk a vizes fazishoz,
kevertettiikk, 5 percig szobahOmérsékleten 4llni hagytuk, majd 1jabb
kevertetés utan centrifugaltuk (13000 g 5 perc). A feliiliszo vizes fazist ismét
uj Eppendorf csdvekbe tettiik és 1:1 térfogataranyban ismét TE telitett fenolt
adutnk hozza, kevertettiikk, majd centrifugaltuk (13000 g, 5 perc). Ezt
kovetden a feliiliszo vizes fazishoz 1:1 térfogataranyban kloroformot adtunk,
kevertettiik, majd centrifugdltuk (13000 g, 10 perc, 4 °C-on). A feliiluszo
vizes fazishoz tized térfogatu natrium-acetatot és tized térfogat izopropanolt
aduntk, majd 10 percig jégen inkubdljuk. Ezt kovetden révid centrifugalds
kovetkezett (10000 g, 2 perc) és a keletkezd feliilluszd vizes fazist 1j
Eppendorf csovekbe pipettaztuk. A nukleinsav precipitacid soran a vizes
fazishoz 3-szoros térfogatu 96%-o0s hideg etanolt adtunk és legalabb 1 6ran at
-20 °C-ra helyeztiik. Ezt kdveten 20 perc centrifugalas (15000 g 4 °C-on)
utan a nukleinsav csapadékot 300 ul 70%-0s hideg etanollal mostuk, 5 percig
centrifugéltuk, majd vdkuumban megszaritottuk. A szaritast kovetden a
csapadékot 100 ul steril, bidesztillalt vizben feloldottuk. A kapott minta

crer

crer

A tovabbi vizsgalatokban a DNS kivonatokat CTAB extrakcidval
készitettiik SRAMKO et al. (2015) modszere alapjan. A novényi DNS izolalas
soran a CTAB altalanosan alkalmazott erés kationos detergens, amely
roncsolja a sejtfalat, a sejtmembrant és denaturdlja a fehérjéket. A DNS
1zolalas soran novényi szovetek masodlagos anyagcseretermékei, igymint a
polifenolok és poliszacharidok megnehezitik a megfeleld mindségli DNS
kivonat készitését. A CTAB ¢és az extrakcioban szintén alkalmazott PVP
azonban minimalizélja a madasodlagos anyagcseretermékek DNS karositd
hatasat a sejtfeltaras soran, igy az extrakcio hatékonyabba valik. (DOYLE &
DoYLE 1987).
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A mintakat folyékony nitrogénnel kvarchomok ¢és PVP jelenlétében
eldorzsoltiik. Ezt kovetden 750 ul CTAB oldatot adtunk a mintdkhoz, majd
razotermosztatban 1 o6ran at 65 °C-on inkubaltuk. A mintakat 20 000 g
fordulaton 5 percig centrifugatuk, majd a feliiluszoval megegyezd
mennyiségii kloroform: izoamil-alkohol 24:1 aranyt keverékét adtuk. 10 perc
Ovatos razatds utdn a mintdkat 20 000 g-n 5 percig centrifugaltuk, majd
megismételtik a kloroformos 1épést. A keletkezett feliilluszéhoz egy
egységnyi jéghideg izopropanolt adtunk ¢és 0,08 egységnyi 7,5 M
ammonium-acetatot, majd a mintakat -20 °C-ra helyeztilk minimum 1 6réra.
Ezt kovetéen 20 000 g fordulaton 15 percig centrifugaltuk és a keletkezett
nukleinsav pelletet kétszer megmostuk 300 ul 70 %-os hideg etanollal. A
pelletet szobahdmérsékleten megszaritottuk és feloldottuk 40 ml 10 mM Tris
(pH 8.0) pufferben. A DNS koncentracid fotometrids meghatarozasat
NanoDrop ND-1000 késziiléken végeztiik (Thermo Scientific).
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AFLP

Az AFLP vizsgalatok soran két kiilonb6zo kisérleti rendszert allitottunk
fel a Crocus fajok genetikai variabilitasanak tanulmanyozasara.

(1) Az eldvizsgalatok soran egy kisebb adatsoron dolgoztunk, amelyben 6
Crocus populaciot teszteltiink. Ebben a kisérleti rendszerben a restrikcids
DNS fragmentek felszaporitdsara egylépéses PCR reakciot alkalmaztunk A
DNS fragmentmintazat detektalasa poliakrilamid gélelektroforézissel és
eziistfestéssel tortént.

(2) A kisérletek mésodik szakaszaban az AFLP kisérleti rendszert a teljes
adatsoron, 32 kiilonb6z6 Crocus populacié bevonasaval alkalmaztuk. A PCR
rekcid sordn kétlépéses amplifikdciot alkalmaztunk. A fragmentanalizist ez
esteben kapillaris gélelektroforézissel végeztiik.

AFLP elovizsgalatok

Az AFLP vizsgalatokat a VOs et al. (1995) altal leirt modszer alapjan
végeztiik az alabbi modositdsokkal. A restrikciés endonukledzokkal torténd
hasitas els6 1épésben 200 ng mennyiségli genomialis DNS-t 30 U EcoRlI
(Thermo Scientific) restrikcids enzimmel hasitottuk 37 °C-on 16 O6ran
keresztiil. Ezt kdvetéen 2 U Trul (Thermo Scientific) enzimmel folytattuk a
restrikcios emésztést 65 °C-on 2 6ran at. Ezutan a Trul+EcoRI restrikcios
enzimekkel emésztett DNS fragmentekhez ismert szekvenciaji adapter
oligonukleotidokat kapcsoltuk T4 ligaz enzimmel. A ligalasi 1épésben az
alabbi reakcioosszetételt alklmaztuk: 1+1 ul 10 pmol/ ul EcoRI adapter
(sense és antisense szal) 1+1 pl 100 pmol/ pl Trul adapter (sense és antisense
szal) 0,2 ul 5 U/ ul T4 DNS ligaz (Thermo Scientific), 4 pul 10x T4 DNS ligaz
puffer (Thermo Scientific), 1,8 pl nukledzmentes viz. A ligalast 3 o6ran at 37
°C-on végeztiik, majd 70°C-on inaktivaltuk az enzimet.

A Trul és EcoRI adapterekkel ligalt DNS fragmentek felszaporitasahoz
egylépéses PCR reakcidt alkalmaztunk. Az alkalmazott primerek szekvencidi
az alabbiak voltak: EcoRI: 5' — GACTGCGTACCAATTCACG és Trul: 5' —
GATGAGTCCTGAGTAACAA.
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A PCR reakciokat 20 pl térfogatban Aallitottuk Ossze az aldbbi
reakcioelegyet hasznalva: 2 pl 10 uM-0s EcoRI primer, 2 ul 10 uM-o0s Trul
primer, 1,5ul 25mM-0s MgCly, 1ul 10 mM-0s dNTP-mix, 1,5 pl 1U/ul Taq
polimerdz enzim (Thermo Scientific), 2pul 10x Taq polimeraz puffer (Thermo
Scientific), 4-6 ul ligaitum, 7ul steril bidesztillalt viz. Az amplifikacidé a
kovetkez6 hémérsékleti profil alapjan tortén: 94 °C 2 perc kezdeti
denaturacio, a kdvetkez6 35 ciklus: 94 °C 30 mp, 52 °C 1 perc, elongaciod: 72
°C 1 perc majd a végsé extenzié: 72 °C 4 perc.

A restrikcios enzimekkel torténd hasitds utdan és PCR reakcioban
felszaporitott DNS fragmenteket akrilamid gélelektroforézissel valasztottuk
gradiens poliakrilamid gélt hasznaltunk. Puffer kdzegnek 0,5X TBE puffert
alkalmaztunk. A DNS mintakat gélre vitel elétt 2 percig 90 °C-on
inkubaltunk, majd rogton jégre tettiik. A gélelektroforézis soran 5 pul PCR
terméket toltottiink a gélre. A DNS fragmentek elvalasztas utani kimutatasara
minden esetben az eziistfestés modszerét alkalmaztuk (SAMMONS et al. 1981.,
AN et al. 2009). Az eziistfestés elsé 1épéseként egy 1épésben fixalatuk és
festettilk a gélt 5 percig 5% etanol, 1% salétromsav (65%), 0,1% AgNO;
tartalmu oldatban. A kovetkezo 1épésben leallitottuk a festést és mostuk a gélt
bidesztillalt vizzel. Végiil 2-3 perces el6hivast végeztiink 1,3% NaOH, 0,65%
Na,COs, 0,4% formaldehid (35%) tartalmu oldattal. A megfestett gélekrdl a
UVITECH cég géldokumentacids rendszerének hasznélatdval készitettiink
digitalis fényképeket.
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AFLP vizsgalatok a teljes adatsoron

A masodik kisérleti rendszerben tovabbi AFLP optimalizacios kisérleteket
végeztiink a teljes Crocus adatsor bevonasaval Els6 1épésként a Trul+EcoRl
restrikcids enzimekkel emésztett DNS fragmenteket a PCR reakcidban két
1épésben, egy pre-szelektiv és szelektiv amplifikacidval szaporitottuk fel. A
szelektiv ~ amplifikdcio6  sordn 64  kiilonb6z6  primerkombinacio
felbontoképességét  teszteltink az  akrilamid géleken elvalasztott
fragmetmintazatok mindsége alapjan. A fragmenteket 50-500 bp
mérettartomanyban vizsgaltuk. A legintenzivebb, diszkrét fragmenteket
eredményezd 5 kiilonb6zo primerpart valasztottunk ki a végso analizishez (4.
abra). Az 5 kiilonb6zd szelektiv primerparral felszaporitott fragmenteket
ezutdn kapillaris elektroforézissel valasztottuk el. A végsd analizishez
azonban ezek kozil csak hdrmat valasztottunk ki, az a kapott
elektroferogrammok mindsége alapjan (5. 4bra).

4. abra: A Crocus vittatus és Crocus vernus mintdk AFLP analizisébdl
szarmazo6, akrilamid gélelektroforézissel elvalasztott és eziistfestéssel detektalt
fragmentmintazata. A szelektiv amplifikdcidhoz hasznalt primerkombinaci6 az

EcoRI 5-AGT és Trul 5'-CTG voltak.
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A preszelektiv PCR reakciokat 20 pl térfogatban allitottuk 0ssze az alabbi
reakcidelegyet hasznalva: 2 pl 10 uM-0s ECoRI preszelektiv primer, 2 pl 10
uM-os Trul preszelektiv primer, 10 pl 1x Dream Taq Green PCR Master Mix
(Thermo Scientific), 4 pl nukledzmentes viz, 2 pul ligastum. A preszelektiv
amplifikacié a kovetkezd homérsékleti profil alapjan tortén. 2 perc kezdeti
denaturacid 94 °C, 30 ciklus az alabbiak szerint: denaturacié 94 °C 30 mp,
primerkotddés 56 °C 30 mp, elongacié 72 1 perc °C, majd a végsd extenzid
72 °C 7 perc. A szelektiv amplifikdcid sordn a specifikusabb primerkotédés
érdekében touchdown PCR modszert alkalmaztunk. A reakciokat szintén 20
ul térfogatban allitottuk Ossze az aldbbi reakcioelegyet hasznalva: 2 pl 10
uM-os EcoRI fluoreszcensen jelolt szelektiv primer, 2 pl 10 uM-o0s Trul
szelektiv primer, 10 ul 1x Dream Taq Green PCR Master Mix (Thermo
Scientific), 4 pl nukledz mentes viz, 2 pl preszelektiv PCR termék. A
szelektiv amplifikacio a kdvetkezd hémérsékleti profil alapjan tortént. 94°C 2
perc kezdeti denaturicid, kovetkezé 13 ciklus: 94°C 45 mp, touchdown
anellacié: 65 °C-56,6 °C (ciklusonként -0,7 °C) 30 mp, 72 °C 1 perc extenzid,
kovetkezd 22 ciklus: 94 °C 30 mp, 56 °C 30 mp anellacio, 72 °C 1 perc, majd
a végsé extenzio 72 °C 10 perc. A felszaporitott fragmenteket kapillaris
gélelektroforézissel detektaltuk (Genetic Analyzer 310, Applied Biosystems)
GeneScan-500 LIZ size standard jelenlétében. A nyers AFLP adatokat a
GeneScan 3.7 software (Applied Biosystems) segitségével gylijtottiik be. A
fragmenteket 50-500 bp tartomanyban vizsgalva binaris adatokka alakitottuk
a GeneMapper 3.7 programmal

M & @ @ & N & @ @
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]

5. abra: A Crocus mintak AFLP analizisé¢b6l szdrmazo kapilléris
elektroforézissel detektalt fragmentmintazatot bemutaté elektroferogram.

26



Kloroplaszt szekvencia analizis

A kloroplaszt markerek uniparentalis Oroklodésiik és kiilonosen
alkalmasak kozeli rokon ndvényfajok filogenetikai vizsgélataira (HEINZE
2007). A kloroplaszt analizis soran poulacionként 1 egyedet vontunk be a
vizsgalatokba, ez aldl kivételt képzett a kozeli kiilcsoportként bevont C.
tommasinianus 3 egyede és a C. vittatus egy populacidja a Velebitbdl,
amelybdl szintén harom egyedet vizsgaltunk. A kloroplaszt szekvencia
analizis soran mintainkban az accD-psal intergénikus spacer Szekvenciat
szaporitottuk fel az alabbi primerpart alkalmazva: accD-F: 5°-GGA AGT
TTG AGC TTT ATG CAA ATG G-3’ és psal-R: 5’-AGA AGC CAT TGC
AAT TGC CGG AAA-3’ PCR (SMALL et al. 1998).

A PCR reakcitelegy az alabbi OsszetevOket tartalmazta: 1x Dream Taq
Green puffer, 1,5 mM MgCl;, 0,2 mM accD-F és psal-R primer, 0,2 U Dream
Taq polimeraz enzim. (Thermo Scientific), 1 pl DNS templat. Az
amplifikacié soran az elsé 16 ciklusban touchdown homérsékleti profilt
alkalmaztunk, amelyben a primerkdtést 56 °C-on keztiik és ciklusonként 0,5
°C-kal csokkentettilk az értéket. A PCR reakcio részletes homérsékleti
profilja az alabbi volt. 3 perces kezdeti denaturacié 94 °C, ez kovette 16
ciklus az aldbbaik szerint: 94 °C 30 mp denaturacid, anellacié: 56 °C -0.5
°C/ciklus 30 mp, 72 °C 90 mp extenzid, ezt kdvette 21 ciklus 48 °C-0s
anellacioval 30 mp; majd a végsd extenzid 72 °C 7 perc. A felszaporitott
PCR terméket 1 % agardz gélen ellendriztiik, amelyet etidium-bromiddal
festettiink. A gélelktroforézis soran 5 pl mintat toltottiink a gélre. A
szekvenalast a Macrogen cég végezte (Szoul, South Korea).
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Adatelemzés

AFLP adatok elemzése

Az AFLP fragmentmintazat értékelése soran az 50 és 500 bp kozotti
mérettartomanyban minden monomorf (minden mintara jellemzd) ¢és
polimorf (legalabb egy mintdira nem jellemzd) AFLP markert
megvizsgaltunk, azok meglétét vagy hianyat binaris adatok formajaban
rogzitettiik. Ha egy adott marker jelen volt, akkor 1-es értéket, ha nem, akkor
0 értéket kapott. A binaris értékekbdl 0/1 adatmatrixot készitettiink, amelyek
a fenetikai és filogenetikai elemzések és a populacidogenetikai mérészamok
szamitasanak alapjat jelentették.

Az elOvizsgalatok soran a poliakrilamid géleken elvalasztott AFLP
fragmentek mintazatat eziistfestéssel tettiik lathatova, majd binaris adatokka
alakitottuk. Ezekbdl els6 1épésként NEI és LI (1979) genetikai hasonlosagi
mutatokat szamoltunk, majd megallapitottunk a vizsgalt mintdk paronkénti
genetikai  tavolsagat, amelybdl tavolsagmatrixot allitottunk el6. A
tavolsagmatrix alapjan UPGMA dendogrammokat szerkesztettiink a
UVIBANDMAP Analysis programmal.

A teljes adatsor bevondsa soran a kapillaris elektroforézissel detektalt
AFLP fragmenteket binaris adatokka alakitottuk, majd ezek alapjan
filogenetikai és fenetikai elemzéseket végeztiink. A  filogenetikai
Osszefliggések megallapitasara parszimonia alapti elemzést végeztiink
PAUP* v4.0b10 programmal (SwoFFORD 2003). A parszimdnia modszerek
az adatmatrixbol szamolva nagy valosziniséggel megtalaljak a
legtakarékosabb -legkisebb Gssz-élhosszusagn- fat. Mig a Fitch-féle
parsziménia (FITCH, 1971) lehetdséget ad tobb karakterallapotra (pl. a
négyféle nukleotid), addig a Wagner-parsziménia (FARRIS, 1977) binaris
vagy sorba rendezett adatokat igényel. A Dollo parszimonia (FARRIS, 1970)
csak egy iranyba engedi valtozni a tulajdonsdgokat, azonban egy
karakterallapotnak csupan egyféle szarmaztatasat engedélyezi (PODANI,
1997). Az AFLP analizis esetén az adatok megjelenésének ¢és elvesztésének
egyenldtlen esélye alapjan a Dollo parszimonia a legalkalmasabb
parsziménia modszer az eredmények kiértékelésre (SWOFFORD & OLSEN
1990, BACKELJAU et al. 1990). Ez alapjan AFLP adataink filogenetikai
kiértékeléséhez mi is ezt a modszert alkalmaztuk. A parszimona elemzéseket
elvégeztiik a teljes adatsorral, valamint egy sziikitett adasorral is, amelybdl
kizartuk a feltételezett hibrid taxonokat (C. vittatus és C. scepusiensis).
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A fenetikai elemzés soran Jaccard hasonlosdgi index alapjan PcoA
analizist végeztiink PC-Ord szoftver hasznalataval.

Populacidgenetikai elemzéseink soran a genetikai variabilitas mértékének
megallapitasara a koveztkez6 mérdszamokat hataroztuk meg. Vizsgaltuk az
AFLP fragmentek szdmat, a polimorf fragmentek szdmat és a genetikai
diverzitas mértékét az atlagos heterozigdta gyakorisdg (He) értékével
kifejezve. A Crocus  vernus fajcsoporthoz ~ tartozd fajok
populacioszerkezetének  hierarchidjat  variancianalizissel (AMOVA)
vizsgaltuk 999 ismétléssel, amelynek soran két kiilonbozé csoportositast
elemztink. Az els6 elemzés soran a populaciokat defindltuk 6nallo
csoportokként, mig a masodik elemzés soran a fajokat. Az analizisbodl a C.
neapolitanus fajt kizartuk, mivel a vizsgalatokhoz egyetlen egyed allt
rendelkezésre. A genetikai divergencia mérdszamaként a PhiPT értékét
hataroztuk meg, amely az Fst értéknek feleltethetdé meg multiallélos
markerezési modszerek alkalmazasa esetén (Nei 1973). Populacidogenetikai
vizsgélatainkat a GenALEx 6.5 programmal végeztiik.

A hibridizacio vizsgalatara Bayes-féle utolagos valoszintiségen (‘“Baysian
posterior probability”) alapuld staisztikai analizist végeztink a C.
heuffelianus, C. vernus, C. scepusiensis és C. vittatus mintak bevonasaval a
NewHybrids programmal (ANDERSON & THOMSON 2002). Az utdlagos
valoszinliség kiszdmitdsa a Markov Chain Monte Carlo (MCMC)
algoritmuson alapszik, amely egy randomiziciés technika az utdlagos
valoszinliségek becslésére. A NewHybrids egy specidlisan hibridizacios
fajkeletkezés tesztelésére irt program, amely hat lehetséges genotipus
csoportot (Py: els6 sziil6i genotipus, P,: masodik sziil6i genotipus, Fi: els6
generdcios hibridek, F,: maésodik generacidos hibridek, Bxjés B!
visszakeresztezOdések) definial az altalunk vizsgalt taxonok a priori
csoportositasdban. Az analizist 20000 generacion keresztiil futtatuk, azonban
az elsé 5000 futast az elemzés soran nem vettiik figyelembe.
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Kloroplaszt szekvencia adatok elemzése

A kapott szekvencidkat az elektroferogramjaik alapjan ellendriztiik, az
egyértelmil szekvenaladsi hibabol adodo baziscseréket kijavitottuk a Chromas
Lite 2.0 program segitségével. A szekvencidk illesztését a BioEdit v7.1.3
program segitségével végeztik (HALL 1999). A Iehetséges rokonsagi
kapcsolatokat az egyes taxonok kozotti pontmutaciok alapjan vizsgaltuk MP
analizissel (FITCH et al. 1971), PAUP* v4.0b10 program segitségével.
Kiilcsoportként a vizsgalatba a C. banaticus négy kiilonb6z6 populaciojabol
szarmazo egyedeket vontuk be. A torzsfa elagazéasi pontjainak statisztikai
tamogatottsagat bootstrap (BS) moddszerrel (FELSENSTEIN 1985) teszteltiik
1000 ismétléssel.

Citoldgiai vizsgalat

A citogenetikai vizsgalatok soran a Crocus vernus fajcsoporthoz tartozo
fajok és a C. tommasinianus esetében is kromoszoéma szam meghatarozast
végeztiink. A vizsgalathoz gyokércsucsok merisztéma sejtjeit vizsgaltuk. A
mintakat eldkezeltiik a-monobrém-naftalin telitett vizes oldatdban
szobahdmérsékleten 2 oran at. Ezutan Carnoy-oldatban (etanol: ecetsav 3:1)
fixalatuk 24 orén keresztiil. A fixalas utan a mintdkat 70%-os etanolba tettiik
¢s felhasznalasig -20 °C-on taroltuk. Ezt kovetden dorzs-preparatumot
készitettiink, amelyet 1%-os karminecetsavval festettiink. A mintakat Zeiss
Axio Imager A2 optikai mikroszkoppal vizsgaltuk és Zeiss AxioCam HRc
késziilékkel digitalizaltuk. A képek elkészitéséhez mintanként a 3-6 legjobb
metafazisos sejtet valasztottuk ki.
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4. Eredmények

AFLP vizsgalatok

Az AFLP technika alkalmazasaval 8 Crocus faj genetikai variabilitasat
vizsgéltuk 32 populacié esetén két kiilonbozd kisérleti rendszerben,
amelynek soran a kovetkezé eredményeket kaptuk.

AFLP elovizsgalatok

Az AFLP eldvizsgalatok soran 6 Crocus faj genetikai variabilitdsat
vizsgaltuk AFLP markerek alapjan. A vizsgalatokba kiilcsoportként C.
sativus és C. banaticus egyedeket vontunk be. A C. vernus fajcsoportot a C.
vittatus, C. scepusiensis és C. heuffelianus s.s. taxonok képviselték. Ehhez a
vizsgalathoz azonban még nem allt rendelkezésiinkre C. vernus minta. Az
analizishez populdcionként egy egyedet vontunk be. A restikcios DNS
fragmentek amplifikacidja egy 1épésben tortént ECORI-ACG és Trul-CAA
primerpar alkalmazasaval. Az akrilamid gélelektroforézissel elvalasztott
fragmenteket 50-500 bp tartomanyban detektaltuk, amelyeket binaris
adatokkd alakitottunk. A Nei és Li hasonldsagi mutatd alapjan készitett
tavolsagmatrix felhasznalasaval harom kiilonb6z6 UPGMA dendogrammot
készitettiink (6. abra A, B, C). Az egyes UPGMA dendogrammok
szerkesztését az adott fajt reprezentald kiilonbozd egyedek bevonasaval
végeztiik.

A harom kilonbozd elemzésben a C. heuffelianus, C. vittatus és C.
tommasinianus mintak egy kladot alkottak, azonban a C. scepusiensis mintak
esetén nagyobb genetikai tavolsagot allapitottunk meg. Az elemzésekben a
kiilonboz6é C. scepusiensis egyedekrdl altalanosan elmondhatd, hogy a
kiilcsoportként bevont taxonokkal (C. sativus, C. banaticus) hozhatok
szorosabb kapcsolatba. Az A és B elemzésben szerepld egy-egy kiilonb6zo
C. scepusiensis egyed egy kladon beliil helyezkedett el a C. sativus mintaval,
mig a C eclemzésben szereplé egyed a C. banaticus mintaval alkot egy
Klasztert.

A kiilcsoportként bevont C. sativus és C. banaticus fajok elkiiloniilését
nem sikeriilt egyértelmiien megéllapitani.
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6. abra Az AFLP eldvizsgalatok eredményeibdl készitett UPGMA
dendogrammok. Az A, B és C dendogrammok az analizisbe bevont adott fajt
reprezentalo kiilonb6zo egyedekben térnek el. Az analizisben szerepld Crocus
mintak pontos nevét és leléhelyét az 1. tablazat tartalmazza.
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AFLP vizsgalatok a teljes adatsoron

A teljes adatsor bevonasaval készitett AFLP analizis soran hét Crocus faj
44 egyedét vizsgalatuk. Populacionként két vagy harom egyedet vontunk be.
Ez aldl kivételt képzett a C. neapolitanus faj, amelybdl csak egy egyed allt
rendelkezésiinkre. A harom szelektiv primerkombinacio 6sszesen 185 AFLP
fragmentet eredményezett, amelyek koziil 157 volt polimorf (85%). A
detektalt fragmentek szama primerparonként 42 ¢és 73 kozott valtozott. A
legtobb fragmentet az ECORI-AAG és Trul-CAG primerkombinacio, mig a
legkevesebbet az ECORI-ACC és Trul-CTG primerekkel térténé amplifikacio
eredményezte. Az AFLP adatok alapjan filogenetikai, fenetikai ¢és
populacidgenetikai elemzéseket végeztiink.

Az MP analizis eredményét az 7. abran lathaté kladogram mutatja be. A
teljes adatsor bevonasaval készitett filogenetikai fa elsé leagazasat a
kiilcsoportként bevont C. banaticus egyedek alkotjak (banl-5) 100%-0s BS
tamogatottsag mellett. A kovetkezd ledagazasban a C. tommasinianus két
egyede (tom1-2) és a C. vernus fajcsoport egyedei szerepelnek. A Crocus
vernus fajcsoporton beliil a mintak két alkladot alkotnak, azonban statisztikali
tdmogatottsagot a két csoportra vald elkiiloniilés nem kap. (i) A balkani
kladot a magyarorszagi és erdélyi C. heuffelianus s.s. mintak és egy C.
tommasinianus egyed (tom3) alkotja. (ii) Az adriai klad tovabbi két alkladra
oszthat6. Egy kladot alkotnak a magyar és horvat C. vittatus és C. vernus
mintak, mig a felvidéki C. scepusiensis mintak és az olasz C. neapolitanus
minta egy masik alkladot képvisel. Ezen alkladon beliil a C. scepusiensis
mintak 99 %-os BS tamogatottsag mellett kiiloniilnek el a C. neapolitanus
mintatol.

A szilikitett adasorral megismételve a MP analizist, amelynek soran a
feltételezett hibrid mintakat kizartuk az analizisbdl a balkéni €s adriai kladok
84% és 76%-0s statisztikai tamogatottsag mellett kiiloniilnek el.
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7. abra Az altalunk vizsgalt Crocus mintakbol szarmazé AFLP adatok alapjan

rekonstrualt MP filogenetikai fa.
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A PCoA analizis a Crocus vernus fajcsoporton beliil elkiilonitette az
altalunk vizsgalt hat taxont megerdsitve a faji szintii elkiiloniilésiiket. Kivételt
egyetlen C. vernus egyed jelentett (ver2), amely a C. vittatus egyedek altal
alkotott csoportba keriilt (8. 4abra). Els6¢ tengely a variancia 24%-at
magyarazza, mig a masodik tengely a 15%-at. Az analizis harom f6
csoportba osztja a mintakat.

Az MP analizishez hasonldan a balkani csoportot a C. heuffelianus s.s. és
C. tommasinianus mintak alkotjak, mig az adriai csoportot a C. vernus, C.
vittatus ¢és C. neapolitanus egyedek. A C. scepusisensis mintak altal alkotott
harmadik csoport a masodik PCoA tengely mentén egyértelmiien elkiiloniil a
balkéni €s adriai csoport egyedeitdl. Az elsé PCoA tengely mentén pedig a
balkani és adriai klad kozott, kdztes helyzetben helyezkedik el (8. abra).

"L vittatus 1
5

" vernus 4 7

. heuffelianus 6 3

. scepusiensis 2
" tommasinianus

". neapolitanus 8

0.20 —

0.15

+pooeoHm

0.10

0.05 —

0.00 —

-0.05

2. PCoA tengely

-0.10

-0.15

-0.20 4 1

1 1 I 1 I I 1 T I 1
-0.30 -0.25 -0.20 -0.15 -0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

1. PCoA tengely

8. abra: A Crocus vernus fajcsoportbol gytijtott mintak AFLP adatain alapuld
fékoordinata analizis ordinacios abraja.
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A populaciogenetikai vizsgalataink soran faji szinten vizsgalodva

meghataroztuk AFLP fragmentek szamat (Fy) ¢és a polimorf AFLP
fragmentek szamat (Fpo). Az Fpo érték a C. banaticus esetén volt a
legmagasabb, 13 egyedi fragmenttel. A C. vernus fajcsoport kozeli rokonfaja,
a C. tommasinianus esetén 5 polimorf fragmentet detektaltunk, mig a C.
vernus fajcsoport tagjai kozott a C. neapolitanus, C. vittatus ¢és C.
heuffelianus fajokat 4, a C. scepusiensis-t 3, a C. vernus-t 1 polimorf
fragment jellemezte (2. tablazat).
A genetikai diverzitast kifejez0 atlagos heterozigota gyakorisag (He)
értékekek alacsonyak voltak, 0,094 ¢és 0,163 kozott valtoztak. A
legalacsonyabb a kiilcsoportként bevont C. banaticus estén volt (0,094). A C.
vernus fajcsoport tagjai kozott ez a mutatd 0,105 és 0,163 kozott valtozott (2.
tablazat).

2. tablazat A genetikai variabilitdas mér0szamai az AFLP adatok alapjan. N -
mintaszam, F - fragmentek szdma, Fyo - polimorf fragmentek szdma, He- atlagos
heterozigota gyakorisag.

Faj N Frot Frol He

C. banaticus 5 93 13 0,094
C. vernus 4 109 1 0,137
C. heuffelianus 14 127 4 0,155
C. scepusiensis 9 114 3 0,105
C. vittatus 8 129 4 0,163
C. neapolitanus 1 82 4 NA
C. tommasinianus 3 102 5 0,109
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A tovabbiakban molekularis varianciaanalizist végeztink (AMOVA),
amelynek sordn a teljes genetikai varianciat populdciok és fajok szintjén
vizsgaltuk. A populaciok Osszahasonlitasa soran a teljes variancia nagyobb
része a populaciok kozotti kiilonbségbdl szarmazott (57%), mig a
populaciokon beliil ez az érték 43 % volt. Faji szinten vizsgalodva azonban a
teljes variancia 61 %-a a fajok kozotti varianciabol adodott, mig fajokon
beliil ez az érték 39% volt (3. tablazat). A populaciés és faji szintl
csoportositast 6sszehasonlitva a populaciok kozotti genetikai differencialédas
mértéke magasabb volt (PhiPT=0,573, p<0.001), mint fajok kozott
vizsgalodva (PhiPT=0,389, p<0.001).

3. tablazat Az AMOVA mérészamai 13 Crocus populacio AFLP adatai
alapjan. df — szabadsagi fok; ~ —P<0.0001

Variancia komponensei df  Variancia Variancia (%) PhiPT

Populaciok szintjén

Populaciok kozott 12 12,194 57 0,573***
Populaciokon beliil 24 9,076 43

Fajok szintjén
Fajok kozott 4 8,853 39 0,389***
Fajokon beliil 32 13,916 61
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A NewHybrids analizis a Crocus vernus fajcsoporton beliill harom
genetikai csoportot kiilonitett el (9. é&bra). A Bayes-féle utdlagos
valdszintiségen alapuld hibridizacids vizsgalat P1 sziiléi genotipusnak a C.
vernus és a horvat magashegységi C. vittatus mintakat allapitotta meg 100%
valoszintiséggel. A masodik, P2 sziiléi genotipus a C. heuffelianus szintén
100% valosziniiséggel. F1 hibrid kategoriaba a C. scepusiensis, a magyar ¢€s
horvat C. vittatus mintak tartoztak. By ¢és By, kategoridkra jellemz6
genotipusok a vizsgalt taxonok esetében nem fordultak eld.

Py P, K Fz B, B,

I . =)  —
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<t

)]
vernus vittatus heuffelianus scepusiensis vittatus
AFLP I -

plastid & AA A B B B B Bl B! Bl A [A A

9. abra Bayes-féle utdlagos valdszinliségen alapul6 analizis eredményei a Crocus
vernus fajcsoporthoz tart6z6 taxonok bevonasaval.
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Szekvencia alapu vizsgalatok eredményei

A kloroplaszt szekvencia analizis soran 35 Crocus minta esetén hataroztuk
meg az accD-psal intergénikus spacer bazissorendjét. Az illesztett
szekvencia szakaszok 1053 bp hosszusaguak voltak és 30 variabilis karaktert
hordoztak, amelyek kozil 27 volt informativ a MP vizsgalatokhoz. A
kloroplaszt szekvencia alapt filogenetikai elemzés soran AFLP fa
pontok statisztikai tamogatottsagat a fan jelzett BS értékek mutatjak. A
kladogram els¢ leagazasat a kiilcsoportként bevont C. banaticus alkotja
100%-o0s BS tdmogatottsag mellett. A filogenetikai fa ezt kovetden hasonldan
az AFLP markerek alapjan rekonstrualt dendogramhoz két alkladra bonthato.
(i) A balkani kladot a C. vernus fajcsoport kozelrokona, a C. tommasisnianus
harom egyede, valamint a C. heuffelianus s.s., C. scepusiensis mintak és egy
a Velebitbdl szarmazo C. vittatus (vit2) minta alkotja (BS: 99%). Ezen beliil
a C. tommasinianus egyedek 63 %-0s statisztikai tamogatottsag mellett
kiiloniilnek el a C. vernus fajcsoport tagjaitdl. (i1) Az adriai kladot (BS: 95
%) a C vittatus, C. vernus és C. neapolitanus egyedei alkotjak, faji szinten
azonban nem kiiloniilnek el.
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10. abra Az accD-psal szekvencia adatok alapjan rekonstrualt MP kladogram. A
torzsfa elagazasi pontjain a bootstrap értékkel feltiintetve.
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Citologiai vizsgalatok eredményei

A citogenetikai vizsgalatok soran a Crocus vernus fajcsoporthoz tartozo
fajok és a C. tommasinianus esetében is kromodszéma szam meghatarozast
végeztiink. A mikroszképos vizsgalatok soran a Crocus fajok esetén
viszonylag nagyméretli és jol tanulmanyozhatd kromoszomakat talaltunk. A
kromoszémaszamot allapitottunk meg. A Kdrpatalja teriiletér6l, Munkacs
kornyékérdl szarmazo C. heuffelianus s.s. (heu7) kromoszémaszama 2n=10.
A felvidéki Kriva telepiilés kornyékérdl szarmazo C. scepusiensis (scel)
kromoszomaszama 2n=18. A magyar C. vittatus populaciok esetén (Vit6,
vit9) 2n=18 kromoszémaszamot allapitottunk meg. A Gyulaj kornyékérol
szarmaz6 C. tommasinianus minta (toml) kromoszomaszama 2n=16. A
citologiai viszgalatokat Barabas Sandor a Budapesti Corvinus Egyetem KTK
Novénytani Tanszékének munkatarsa végezte. Az  egyiittmiikodés
elektronikus levelezés formdjaban jott 1étre 2012. szeptember 5-én.

4. tablazat: A Crocus vernus fajcsoport Karpat-medencei taxonjainak
kromoszomaszadm adatai. A lel6helyek roviditése esetén az orszagneveket
reprezentalo ISO 3611-1 szabvanyt kdvettem.

Taxon Lel6hely Kromoszéoma Forras
adat (2n)
C. vernus Sl: Bled 8 Brighton et al. (1973)
AT: Graz 8 Brighton (1976)
IT: Dolomitok 8 Brighton (1976)
HR: Karlobag 8 Brighton (1976)
HU: Készeg 8 Sajat adat
C. heuffelianus s.s. UA: Huszt 10 Brighton (1976)
RO: Nagyvarad 10 Brighton (1976)
UA: Sajan 10 Mihaly&KTricsfalusy
(1997)
C. scepusiensis SL: Certovica 18 Skalinska (1976)
SL: Muran 18 Brighton (1976)
SL: Kriva 18 Sajat adat
C. vittatus HU: Kup 18 Sajat adat
HU: Szenta 18 Sajat adat
C. tommasinianus ME: Kotor 16 Brighton et al. (1973)
HU: Gyulgj 16 Sajat adat
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5. Diszkusszio

A Crocus vernus fajcsoport Karpat-medencében el6fordulé
fajainak genetikai variabilitasa

Kutatomunkam f6 célja a Crocus vernus fajcsoport Karpat-medencei
fajainak molekularis taxondmiai vizsgalata volt. A C. vernus fajcsoportban
Osszefoglalt taxonok a molekularis filogenetikai eredmények alapjan a
Crocus nemzetség Verni sorozatahoz tartoznak, amelynek filogenetikaja és
citogenetikaja aktivan vizsgalt kutatasi teriilet (PERUZZI et al. 2013, HARPKE
et al. 2014). Tobb molekularis eredményeken alapuld publikacié is vizsgélja
a C. vernus fajcsoport citogenetikai jellegzetességeit és filogenetikai
viszonyait, azonban az elterjedési teriilet észak-keleti részérdl, azaz a Karpat-
medencében ¢és térségében eléforduld fajok genetikai variabilitdsarol,
molekularis filogenetikdjardl és pontos taxondmiai viszonyairdl keveset
tudunk (SKALINSKA 1968, BRIGHTON 1976, RAFINSKI & PASSAKAS 1976,
MAJOVSKY et al. 1990, FRELLO & HESLOP-HARRISON 2000, HARPKE et al.
2013, 2014).

A Karpat-medencében és térségében €16 C. vernus fajcsoporthoz tartozo
taxonok molekularis filogenetikai €s taxonOmiai vizsgalatdba terepi
gyljtéutjaink révén sikeriilt bevonnunk az Osszes itt eléforduld taxont.
Molekularis vizsgélataink eredményeképpen a kloroplaszt szekvencia adatok
¢s az AFLP markerek altal feltart filogenetikai megkozelitésben a C. vernus
fajcsoporton beliil két fejlodési vonalat kiilonboztetiink meg: a balkani és
adriai kladokat, amelyek két kiillonbozd biogeografiai régiot reprezentalnak.
A balkani kladhoz tartoz6 taxonok a C. heuffelianus s.s., C. scepusiensis
(plasztid fa estén) és a C. vernus fajcsoport kozelrokon faja a C.
tommasinianus. Ezek a taxonok az elterjedési teriilet észak-keleti, keleti
teriileteit reprezentdjak. Az adriai kladhoz tartoz6 taxonok a C. vernus, C.
vittatus és C. neapolitanus, amelyek az elterjedési teriilet nyugati, dél-nyugati
részén fordulnak eld. Ennek a foldrajzi mintdzatnak a kialakulasat minden
bizonnyal a  foldtorténeti  Negyediddszak  jégkorszakainak  sorén
bekovetkezett folyamatok Nyugat Palearktikum ¢él6vilagara és az egyes fajok
genetikai valtozatossagara gyakorolt hatasa magyarazza (HEWITT 1999, 2000
¢s 2004). A kiterjedt jégtakardk a mérsékelt égovi fajokat déli refigiumokba
szamuzték. Ezek a teriiletek a C. vernus fajcsoport adrai kladjaba tartozé
taxonok esetében az Appenini félszigeten lehettek. A korabbi molekularis
genetikai eredmények alapjan tudjuk, hogy a C. vernus fajcsoport aredjanak
kozép-olasz teriilete a fajcsoport egyik fajdiverzitasi kozpontja, igy azt
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feltételezziik az utolsd jégkorszakot kovetden az area nyugati részét ezen
refugiumok populacioi népesitették be ujra (HARPKE et al. 2014).

Molekuldris genetikai vizsgdlataimban az AFLP eldvizsgalat soran a
restrikciés DNS fragmenteket egy 1épéses PCR reakcioban amplifikaltuk és
poliakrilamid géleken vélasztottuk el. A genetikai variabilitas vizsgalatdhoz
NElI és LI (1979) féle genetikai hasonlosagi mutaton alapuld UPGMA
dendogrammot készitettiink. A fragmentmintazat kiértékelését nehezitette az
egy lépésben torténé amplifikacioval felszaporitott nagyszamt fragment
jelenléte. Tovabba az UPGMA klaszteranalizis nem feltétleniil fejezi ki a
vizsgalt taxonok pontos filogenetikai viszonyait. Eldvizsgalatainkban a
kiilcsoportként bevont C. sativus és C. banaticus fajok elkiiloniilését nem
sikeriilt egyértelmiien megallapitani és a C. vernus fajcsoporton beliil sem
vonhatéak le nyilvanvalé faji szintii elkiiloniilések. fgy a teljes adatsor
bevonasakor olyan fenetikai és filogenetikai megkozelitést alkalmaztunk,
amellyel mélyrehatobban tudtuk feltarni az AFLP markerek altal reprezentalt
genetikai valtozatossdgot ¢és ezaltal kozelebb keriilhettiink a C. vernus
fajcsoport  fejlodéstorténetének és pontosabb rokonsdgi viszonyainak
megértésé¢hez.

A teljes Crocus adatsor bevonasaval az AFLP analizis optimalizalasa
soran kisérleti rendszertinben kétlépéses PCR amplifikéciot alkalmaztunk és
a tesztelt primerkombinacidk ko6ziil harom primerpar altal generalt
fragmenteloszlast talaltunk a legmegfelelobbnek a statisztikai kiértékeléshez.
A fragmentmintazat detektalasara kapillaris elektroforézist alkalmaztunk.
Modszerfejlesztésiinknek  koszonhetéen az AFLP analizis nagyobb
felbontoképességet és mélyrehatobb genetikai vizsgalatot eredményezett, igy
a C. vernus fajcsoporton beliil lehetségessé valt a faji szinti identifikalas és a
filogenetikai viszonyok részletesebb vizsgalata is. A fajcsoport rokonsagi
kapcsolatainak potosabb megértéséhez a filogenetikai vizsgalatokba az accD-
psal kloroplaszt intergénikus marker analizisét is bevontuk, amelyet a Crocus
nemzetség molekuldris genetikai vizsgalataban mi alkalmaztunk elsdként.
Osszehasonlitva az accD-psal plasztid marker és az AFLP markerek
felbontoképességét az AFLP technika faji szinten magasabb felbontast
eredményezett. A plasztid fan a balkani és adriai klad magas staisztikai
tamogatottsdg mellet kiiloniil el, azonban a klddokon belill a fajok
keverednek (10. abra). fgy az accD-psal plasztid marker a Crocus vernus
fajcsoporton beliill a faj szinti azonositdst mar nem teszi lehetdvé. A
szekvencia variabilitas hidnyanak hatterében a taxonok gyors evolvalddasa és
recens eredete allhat, amelyet 6 potencialis kloroplaszt barcoding regio
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alkalmazasaval SEBERG & PETERSEN (2008) is megallapitott a Crocus genus
atfogo filogenetikai vizsgalata soran.

Az AFLP markerek maximum parszimonia alapt filogenetikai elemzése
¢s a fOkoordinata analizis mddszerével végzett fenetikai elemzés is a Crocus
vernus fajcsoporton beliil két fejlodési vonalat kiilonboztet meg (7. dbra). A
monofiletikus balkani kladot a C. heuffelianus s.s. egyedek és egy C.
tommasinianus egyed (tom3) alkotja. A C. vernus fajcsoportjoz tartozé tobbi
taxon a szintén monofiletikus adriai kladot alkotja, ahol a C. scepusiensis
egyedek és a C. neapolitanus egyed egy kiilonallo alkladot alkotnak, mig a C.
vernus ¢és C. vittatus egyedek egy masik alkladot képviselnek.

A faji szintli felbontoképesség tekintetében az AFLP modszer az accD-
psal plasztid markerrel 6sszehasonlitva a Crocus vernus fajcsoporton beliil
arnyaltabb filogenetikai kapcsolatok megéllapitasat tette lehetévé. Az AFLP
adatok filogenetikai és fenetikai analizisében is a C. heuffelianus s.s., C.
scepusiensis és C. neapolitanus taxonok faji szinten elkiiloniiltek (7. és 8.
abra). A populacionkénti kettd, illetve harom egyedet vizsgalva az AFLP fan
ezek a csoportok monofiletikus egységet alkotnak (7. abra). Azonban az
adriai és balkani klad elkiiloniilése a teljes adatsor vizsgalatakor statisztikai
tamogatottsagot nem kap, valamint a C. vernus és C. vittatus egyedeit sem
tudtuk faji szinten megkiilonboztetni. Ennek hatterében az AFLP technika
modszertani  tulajdonsagai allhatnak. Mivel a teljes genomot vizsgalod
modszerrdl van szo, a filogenetikai kiértékelés soran ez a ‘filogenetikai zaj’
magasabb szintjét eredményezheti, amely a statisztikai kiértékelést
bizonytalanna teheti (MEUDT & CLARKE 2007). Masrészrol a fajokat jellmez6
polimorf fragmentek szama alacsony volt (2. tablazat), amely szintén
eredményezheti a bootstrap analizis statisztikai bizonytalansagat. Az AFLP
adatok parszimonia alapu kiértékeléséhez Dollo parszimoniat alkalmaztunk,
amely az AFLP adatok megjelenésének ¢és elvesztésének egyenldtlen esélye
alapjan a legalkalmasabbnak tiinik a kiértékelésre, am KOOPMAN (2005)
Lactuca fajokon végzett vizsgalata azt mutatja, hogy a mddszer tal szigoru
lehet a megfeleld fa felépités¢éhez és az AFLP adatok filogenetikai
értékeléséhez. Tovabba a statisztikai megbizhatosagot befolyasolhatja, ha
gyors fajkeletkezés all a hattérben, igy ebben az esetben az eltelt id6 alatt az
AFLP markerek nem biztositanak megfelelé feloldoképességet a
mélyrehatobb  filogenetikai  kapcsolatok  megallapitdsdhoz. Ezzel a
problémaval gyakran taldlkozhatunk az interspecifikus AFLP vizsgalatokban
(PLEINES & BLATTNER 2008). Azonban a feltételezett hibrid eredetli mintak
(C. scepusiensis és C. vittatus) kizarasaval az AFLP adatok MP analizise
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soran a balkdni ¢s adriai klddokhoz tartoz6 fajok elkiiloniilése mar
statisztikailag tamogatott kapott, 76 % és 84 %-os BS értékekkel.

Populécidgenetikai vizsgalatainkban a Karpat-medencei Crocus fajok
esetén a genetikai diverzitas alacsony szintjét allapitottuk meg (2. tablazat). A
populaciok kozotti genetikal variabilitds nagyobb mértékd volt, mint a fajok
kozotti. Tovabba a populacidk szintjén vizsgaldodva a genetikai differenciacid
is magasabbnak mutatkozott (3. tablazat). Mindezekbdl arra koveztethetiink,
hogy egy recens fajkeletkezési folyamat all a Karpat-medencei fajok
diverzifikaciojanak hatterében.

Molekularis genetikai és citogentikai eredményeink alapjan, valamint a
fajok morfologiai jellegzetességeit is figyelembe véve eredményeink
Osszefliggésbe hozhatok a természetvédelmi genetikaban alkalmazott
Evolucidésan Szignifikans Egység fogalmaval. A vizsgéalatainkba bevont
Crocus fajok koziil 6 faj Evoluciosan Szignifikans Egységként kiilonitheto el.
A tavolabbi kiilcsoportként bevont C. banaticus egyedei az AFLP és plasztid
fan is monofiletikus egységet alkotnak, igy a fajt 6nalld ESU-nak tekintjiik
(11. abra). A C. vernus fajcsoport kozelebbi rokona a C. tommasinianus a
plasztid fan 63 %-os statisztikai timogatottsag mellet alkot egy klasztert. Az
AFLP féan a populacio két egyede elkiiloniil a C. vernus fajcsoport egyeditol,
azonban egy egyed a C. heuffelianus-okkal klaszterezodik (11. abra).
Azonban a leplek eltérd szinezettsége €és kromoszoémaszamuk alapjan a két
faj egyértelmiien elkiilonithet6. Tovabba HARPKE et al. (2014) a Verni
sorozat molekularis filogenetikdjaval foglalkozé munkéjdban megéllapitotta,
hogy morfologiai jelegzetességek és molekularis markerek (ITS, Atl103)
alapjan a C. tommasinianus a nem tagja C. vernus fajcsoportnak, annak
legkozelebbi rokona. Igy a C. tommasinianus esetén a morfologiai és
genetikai jellegzetességet egyiittesen figyelembe véve a fajt 6nallo ESU-ként
definialhatjuk.

A C. vernus fajcsoporton beliill a természetvédelmi genetikdban
alkalmazott fogalmaknak megfeletethetdé csoportokat csak az AFLP
eredmények alapjan allapithatunk meg. A kloroplaszt marker a fajcsoporton
beliil, faji szinten mar nem eredményezett felbontast. Az AFLP fan a C.
heuffelianus s.s. egyedek monofiletikus egységet alkotnak (11. abra).
Morfologiai jellegzetességeit és 2n=10-es kromoszdémaszamat is figyelembe
véve ez a faj 6nalld evolucios egységnek tekinthetd. Az adriai kladba tartozo
taxonok koziil kizardlag a C. scepusiensis elkiiloniilése kap staisztikai
tamogatotsagot (99%), igy ez a faj is 6nallo ESU-ként definialhatd. A szintén
adriai kladba tartozo C. vernus és C. vittatus fajok egyedei nem alkotnak
monofiletikus egységeket. A C. vernus faj leplei fehérek, bibéje a porzoknal
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mindig rovidebb és 2n=8-as kromoszomaszam jellemzi. A C. vittaus lelplei
lilak, bibéje a porzoknal mindig hosszabb és 2n=18-as kromoszémaszam
jellemzi. Igy a C. vernus és C. vittatus esetén a morfologiai, kariologiai és
molekukaris genetikai eredményeket egyiittesen figyelembe véve
megallapithatjuk, hogy ezek a fajok is evoluciosan szigninfikans egységeket
reprezentalnak.

A konzervacidbiologiaban alkalmazott masik fontos definicio a
Funkcionalis Konzervacios Egység, amelyeket altalaban az ESU-kon beliil
hataroznak meg ¢és 6koldgiailag vagy demografiailag elkiiloniilt populaciokat
jelolnek. Mintagytjtéseink soran csak a C. heuffelianus s.s. és C. vittatus faj
esetén gyujtottiink eltérd Okologiaji élohelyekrdl mintakat (3. abra). A C.
heuffelianus s.s. esetén a heul-3, heu7-9 és heul8 minték az Eszak-Alfold és
Karpatalja tertiletérdl, a sikvidéki él6helyrél szdrmaztak, mig a tobbi C.
heuffelianus s.s. minta hegyvidéki él6helyrél. Az AFLP analiziben a heu 1-3,
heu7-9 mintak monofiletikus egységet alkottak ¢és elkiiloniiltnek a
magashegységi C. heuffelianus s.s. populacioktol, azonban a C. heuffelianus
S.s. populaciok alkotta kladon beliill az alkladok strukturaja statisztikai
tamogatottsagot nem kapott (11. abra). fgy a C. heuffelianus s.s. fajon beliil
FCU egységeket nem jelolhetiink ki. A C. vittatus esetén a vit4-5, vit6-8, vit9
egyedek sikvidéki, a vitl-3 és vit10-11 egyedek pedig hegyvidéki éldhelyrdl
szarmaztak. Az AFLP fan az adriai kladon beliil a vit1-3 egyedek a C. vernus
BS analizis soran ezek az alkladok sem kaptak statisztikai tdmogatottsagot
(11. abra). Igy a C. vittatus esetében sem jellhetiink ki FCU egységeket. A
megmintazott populdciokbol AFLP vizsgélatainkba nem vontunk be minden
populacidét és az analizalt populaciokbol is maximum 3 egyed allt
rendelkezésiinkre. Mindezek alapjan az ESU-kon beliil a Funkcionalis
Konzervéacios Egységek pontos meghatdrozdsahoz ujabb mintagylijések
sziikégesek az area tovabbi teriileteire kiterjesztve €s nagyobb egyedszamot
vizsgalva.
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Vizsgdlataink alapjan levonhaté taxonomiai kovetkeztetések

A Crocus vernus fajcsoport elterjedési teriiletének észak-keleti részén,
azaz a Karpat-medencében és térségében el6fordulo fajok, nevezetesen a C.
heuffelianus s.s., C. scepusiensis és C. vittatus pontos nevezéktana és
rokonsagi viszonyai a mai modern molekularis taxonomiai és filogenetikai
vizsgalatok eredményeinek ismeretében sem kellden tisztazottak (PERUZZI et
al. 2013, HARPKE et al. 2014).

Molekularis genetikai vizsgalatainkban a C. heuffelianus taxon
definidlasdra egy szlikebb értelmezést hasznaltunk, mivel a Karpat-
medencében és térségében (Romania, Ukrajna, Kelet-Szlovakia és Eszak-
Kelet Magyarorszag) a C. heuffelianus 2n=10 kromoszémaszamu citotipusa
fordul eld (BIGHTON 1976, MAJOvSKY 1990, MIHALY & KRICSFALUSY
1997). Molekularis taxonomiai vizsgalatunkban az AFLP eredményeink
egyértelmiien igazoljak a C. heuffelianus s.s. faji szintli elkiiloniilését a C.
vittatus és C. vernus taxonoktol (7. abra, 8. abra). A C. scepusiensis esetén is
hasonloan egyértelmii faji szintli elkiiloniilést allapithatunk meg az AFLP
eredményeink alapjan. A két 2n=18-as kromoszémaszamu, morfoldgialag
nagyon hasonldé C. scepusiensis ¢és C. vittatus taxonok genetikai
eredményenik alapjan és elterjedésiiket tekintve is faji szinten egyértelmiien
megkiilonboztethetd taxonok. A C. vittatus és C. scepusiensis morfologiai
megjelenését tekintve a C. heuffelianus fajhoz is hasonlit, azonban a
lepeltorokban el6forduld szérozottség kulesfontossagu elkiilonitd bélyeg ezen
fajok Osszehasonlitasa esetén. A Karpat-medencében eléforduld Crocus
taxonok koziil csak a C. heuffelianus esetén hianyzonak szoérképletek a
lepeltorokbdl. A tobbi taxonra a szOr6zott lepeltorok jellemz6. Ezt a
morfologiai  sajatossdgot, a molekularis genetikai és  kariologiai
eredményeinket egyiittesen figyelembe véve a C. heuffelianus s.s. (2n=10), a
C. vittatus és C. scepusiensis taxonok egyértelmien elkiilonithetok
egymastol. Tovabba a foldrajzi elterjedést és a molekularis taxonomiai
eredményeinket is figyelembe véve megallapithat6, hogy a C. vittatus faji
rangi tagja a C. vernus fajcsoportnak ¢és egyértelmiien elkiilonithetd a
hasonléan 2n=18-as kromoszomaszamu C. scepusiensis fajtol.
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Allotetraploid fajkeletkezés a Crocus vernus fajcsoportban

A Crocus nemzetségben a természetes hibridek keletkezése ritka. Derganc
1897-ben szlovén safrany populaciokat vizsgalva leirja a C. vernus és a C.
albiflorus fajok hibridjét, amelynek a C. Fritschii nevet adja (DERGANC
1897). BRIGHTON et al. (1973) Torokorszag teriiletérél kozol hibrid fajt a C.
vallicola (2n=8) ¢és a C. lazicus (2n=8) kozott. A C. vernus fajcsoporton beliil
WOLKINGER (1964) a C. napolitanus (2n=16) és C. albiflorus (2n=8)
természetes hibridjét kozli a Keleti-Alpokbol. Tovabba részletes kariologiai
vizsgalatok igazoltak a C. neglectus allotetraploid hibrid eredetét (FRELLO &
HesLoP-HARRISON 2000, PERUZZI & CARTA 2011). A Verni sorozaton beliil
a hibridizaciés folyamatok genetikai hatterér6l még keveset tudunk,
mindossze az elmult két évben jelentek meg publikaciok ezzel kapcsolatban
(HARPKE et al. 2013, 2014). Ezekben a vizsgalatokban az ITS marker és egy
nuklearis eredeti, alacsony kopiaszamt gén egy részletének (At103)
vizsgalata bizonyult alkalmasanak a hibrid fajkeletkezés genetikai
vizsgélatara a C. vernus fajcsoportban. Ezen szekvencia eredmények alapjan
a C. neglectus feltehetéen hibrid eredetii taxon, sziil6fajai a C. ilvensis (2n=8)
¢és C. vernus (2n=8) vagy C. neapolitanus (2n=8) taxonok lehetnek (HARPKE
et al. 2014).

A Crocus scepusiensis a C. vernus fajcsoport legészakibb elteredésii faja.
Szlovadkia ¢és Dél-Lengyelorszag teriiletein  fordul el és 2n=18
kromoszomaszam jellemzi (BIRGHTON, 1976). A C. heuffelianus szintén
2=18 kromoszdémaszamu citotipusatdl valo elkiiloniilését SKALINSKA (1968)
BIRGHTON (1976) és MAJOVSKY et al. (1990) is megallapitotta, azonban a faj
eredete még nem tisztazott. SKALINSKA (1968) citologiai vizsgalatai soran
hasonlosagot talal a C. albiflorus (2n=8) és C. scepusiensis (2n=18)
albiflorus taxonbdl szarmaztathato autopoliploid forman keresztiil.
Biogeografiai és kariologiai szempontok alapjan MAJovsky et al. (1990) a
faj hipertetraploid eredetét feltételezi. A 2n=10 kromoszomaszamu C.
heuffelianus citotipusbdl szarmaztatja, autopoliploid fajkeletkezés ftjan,
amelyet aneuploidizacio kovetett. Ily moédon a megduplazddott genom 20
kromoszémajabol kettot elveszitve allandosult a 2n=18 kromoszomaszami
forma.
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Filogenetikai vizsgalataink soran az AFLP markerek alapjan rekonstrualt
kladogram ¢s az accD-psal kloroplaszt szekvencia alapu fa a Crocus
scepusiensis egyedeket az AFLP fan az adriai kladba, ezzel ellentétben a

plasztid fan a balkani kladba helyezi (11. abra)
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11. abra: A filogenetikai elemzés eredményeit bemutatd 6sszehasonlito abra.
A: AFLP markerek alapjan rekonstrudlt Dollo parszimoéna alapu filogenetikai fa.
B: kloroplaszt szekvencia adatok alapjan rekonstrualt MP alapu filogenetikai fa.
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A Dbiparentdlisan ¢és maternalisan 0roklédé markerek ilyen fajta
inkongruencigja filogenetikai vonatkozasban a hibridizacios fajkeletkezési
folyamatok bizonyitéka (LINDER & RIESEBERG 2004, WAN et al. 2013).
Fenetikai vizsgalatainkban a fokoordinata analizis ordindcids abréjan a C.
scepusiensis egyedek az adriai és a balkani klad egyedei kozott egy jol
definialhatd koztes helyzetli csoportban helyezkednek el (8. é&bra), amely
szintén a hibridizaciora utaldé jel (TOYAMA et al. 2014). Tovabbi
vizsgalatainkban a lehetséges sziil6fajok (C. heuffelianus s.s., C. vittatus, C.
vernus) és a C. scepusiensis bevonasaval Bayes-féle utolagos valoszintiségen
alapuld analizist végeztiink a sziil6i és hibrid genotipusok megallapitasara.
Az analizis eredményei alapjan a C. scepusiensis egyedek és harom C.
vittatus egyed (vit 1-3) az F1 hibrid genotipust képviselik. A P1 sziil6i
genotipus kategoriat a C. vernus és harom C. vittatus egyed, mig a masik
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szll6i genotipust (P2) a C. heuffelianus s.s. egyedek képviselik (9. abra).
Ezek az eredmények szintén a C. scepusiensis hibrid eredetét bizonyitjak.
Eredményeink alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy molekularis
genetikai vizsgalatainkkal egy olyan hibridizaciés fajkeletkezési eseményt
bizonyitunk, amelyben a C. scepusiensis taxon a balkani és az adriai klad
valamely tagjanak hibridizacioja révén johetett 1étre. Tehat a C. scepusiensis
erdetetét tekintve allopoliploid fajkeletkezési folyamatot bizonyitottunk,
amely a SKALINSKA (1968) és MAJOVsKY et al. (1990) altal megfogalmazott
autopoliploid fajkeletkezési hipotézissel ellentétben all.

A citogenetikai vizsgalataink eredményei a korabban publikalt
kromoszomaszam adatokkal Osszhangban allnak (4. tablazat). A C.
heuffelianus a Karpat-medence térségében a 2n=10-es kromoszoémaszamu
citotipussal fordul el6. A C. scepusiensis és C. vernus kromoszomaszama
2n=18 ¢és 2n=8. Ezek a citolologiai jellegek a molekuldris markerek alapjan
feltételezett hibrid eredeten t0l arra engednek kovetkeztetni, hogy a 2n=18-as
kromoszdémaszamti C. scepusiensis a 2n=8-as kromoszoémaszamu C. vernus
és a 2n=10-es kromoszémaszamu C. heuffelianus s.s. hibridje. igy ez a faj az
allopoliploid fajkeletkezés egy tipikus példaja, amelyben két kiilonb6zo faj
elsé lépésben hibridizalt egymassal, majd egy poliploidizaciés eseményt
kovetden tetraploid formava alakult.

Hasonlo fajkeletkezési folyamatot feltételezhetiink a C. vittatus (2n=18)
taxon esetében is, amely a C. scepusiensis fajjal parhuzamosan a Karpat-
medence déli térségében parallel fajkeletkezési folyamat tjan johetett 1étre,
szintén a 2n=10-es C. heuffelianus és 2n=8-as kromoszémaszamt C. vernus
allotetraploid hibridjeként. A NewHybrids analizis a horvat magashegységi
populacid kivételével (vitl-3) a C. vittatus populaciok F1 hibrid statuszat
igazolta (9. abra). A kivételt képz6 populacio harom egyedét vizsgalva a
kloroplaszt analizisben inkongruens eredményt kaptunk. A vit2 egyed a
balkani kladba klaszterezddik, a C. heuffelianus s.s.-hoz hasonlé haplotipust
mutatva. A populacié masik két egyede az adriai kladhoz tartozik, hasonldéan
a vizsgalatba bevont tobbi C. vittatus populaciokhoz (11. abra). Ez az
eredmény szintén arra enged kovetkeztetni, hogy a C. vittatus hibridogén
fajkeletkezési uton johetett 1étre. A NewHibrids analizis ezt a populaciét a C.
vernus fajjal egyiitt a P1 sziiléi genotipushoz sorolta. Molekularis genetikai
eredményeink azonban a C. vittatus pontos fajkeletkezési folyamatanak
megallapitasara nem adnak kielégit6 valaszt. A faj genetikai variabilitasanak
tovabbi vizsgalatai, az esetleges introgresszidos visszakeresztezddések
lehetdségének vizsgalataval részletesebb molekularis genetikai vizsgalatokat
igényelnek ¢és sziikségesek lehetnek olyan tovabbi genetikai markerek
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vizsgalatati is mint pl. alacsony kopiaszamu nuklearis gének, mikroszatellit
markerek. A C. vittatus faj hazank teriiletén éri el elterjedési teriiletének
északi hatarét, az area déli és keleti hatarairél azonban keveset tudunk. igy az
elterjedési teriilet ezen részeirdl torténd tovabbi populdcidk mintidzésa és
vizsgalata vilagosabb képet adhatna a C. vittatus faj genetikai variabilitasarol
¢s evolucids hatterérdl.
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6. Osszefoglalas

A Crocus vernus fajcsoport morfologiailag és citogenetikailag rendkiviil
valtozatos novénycsoport, amelyet a Karpat-medencében ¢és térségében a
fehér safrany (C. vernus), a karpati safrany (C. heuffelianus), a szepességi
safrany (C. scepusiensis), és a halvany safrany (C. vittatus) képviselnek. A
fajcsoport nevezéktana és az ide tartozo taxonok rokonsagi kapcsolatai nem
kelléen tisztazottak. A fajcsoport elterjedési teriiletének egészére kiterjedo,
atfogd molekularis taxondémiai ¢és filogenetikai vizsgalatok még nem
késziiltek.

Kutatomunkam alapvetd célja a Crocus vernus fajcsoport Karpat-
medencei fajainak molekularis taxondémiai vizsgalata volt AFLP markerek és
accD-psal kloroplaszt szekvencia adatok alapjan. Mindemellett citogenetikai
vizsgalatainkban kromoszémaszam meghatarozast is végeztiink.

Dolgozatom fobb eredményeit az aladbbiakban foglalom Gssze:

o Az AFLP vizsgalataink optimalizacidja soran olyan reprodukalhato
kisérleti rendszert allitottunk fel, amelynek segitségével lehetdség nyilt a
Crocus vernus fajcsoportoz tartozd taxonok mélyrehatobb genetikai
variabilitds  vizsgalatdra és  filogenetikai = viszonyaik = pontosabb
megallapitasara.

o A fajcsoport rokonsdgi kapcsolatainak potosabb megértéséhez a
filogenetikai vizsgalatokba az accD-psal kloroplaszt intergénikus marker
analizisét is bevontuk, amelyet a Crocus nemzetség molekularis genetikai
vizsgalataban mi alkalmaztunk elséként. A plasztid marker a Karpat-
medencei taxonokat balkani és adriai kladba sorolta, amelyek magas
staisztikai tamogatottsag mellet kiiloniiltek el. A kladokon beliil azonban a
fajok keverednek. Igy az accD-psal plasztid marker a Crocus vernus
fajcsoporton beliil a faj szintli azonositast mar nem teszi lehetdvé.

o Molekularis vizsgalataink eredményeképpen az AFLP markerek és az
accD-psal kloroplaszt szekvencia adatok altal feltart filogenetikai
megkozelitésben a Crocus vernus fajcsoporton beliil két fejlodési vonalat
kiilonboztetliink meg, a balkani és adriai klddokat. A balkani kladhoz tart6zo
taxonok a C. heuffelianus, C. scepusiensis (plasztid fa estén) és a C. vernus
fajcsoport kozelrokon faja a C. tommasinianus. Ezek a taxonok az elterjedési
teriilet észak-keleti, keleti teriileteit reprezentdjak. Az adriai kladhoz pedig a
C. vernus, C. vittatus és C. neapolitanus taxonok tartoznak, amelyek az
elterjedési teriilet nyugati, dél-nyugati részén fordulnak elé.
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o Vizsgalataink soran a C. heuffelianus taxon definialasara egy sziikebb
értelmezést hasznaltunk, mivel a Karpat-medencében és térségében a C.
heuffelianus 2n=10 kromoszémaszamu citotipusa fordul eld. Molekularis
taxondmiai vizsgalatunkban az AFLP eredményeink egyértelmiien igazoljak
a C. heuffelianus s.s. faji szintii elkiiloniilését a C. vittatus és C. vernus
taxonoktol.

. Terepi megfigyeléseink alapjan fontos megkiilonbdztetd bélyegnek
bizonyult a lepeltorok szOr6zottsége. Ezt a morfologiai sajatossagot, a
molekularis genetikai és kariologiai eredményeinket egyiittesen figyelembe
véve a C. heuffelianus s.s., a C. vittatus és C. scepusiensis taxonok
egyértelmiien elkiilonithetok egymastol. Tovabba a taxonok foldrajzi
elterjedését is figyelembe véve megallapithato, hogy a C. vittatus faji ranga
tagja a C. vernus fajcsoportnak és egyértelmiien elkiilonitheté a hasonldan
2n=18-as kromoszdémaszamu C. scepusiensis fajtol.

o Filogenetikai vizsgalataink soran az AFLP markerek alapjan
rekonstrudlt kladogram ¢és a kloroplaszt szekvencia alapti fa a Crocus
scepusiensis egyedeket az AFLP fan az adriai kladba, ezzel ellentétben a
plasztid fan a balkani kladba helyezte. A biparentalisan és maternalisan
oroklodé markernek ez a fajta inkongruencidja a faj hibrid eredetét
bizonyitja, amelyet a NewHybrids analizis eredménye is megerdsitett. A
citolologiai eredmények alapjan pedig arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy
a 2n=18 kromoszoémaszamu C. scepusiensis a 2n=8-as kromoszomaszamu C.
vernus és a 2n=10-es kromoszémaszamu C. heuffelianus hibridje. igy ez a faj
az allopoliploid fajkeletkezés egy tipikus példaja, amelyben két kiilonbozo faj
elsé 1épésben hibridizalt egymadssal, majd egy poliploidizacids eseményt
kovetden tetraploid formava alakult.

o Molekularis  genetikai  és  citologiai eredményeink  alapjan
allotetraploid fajkeletkezési folyamatot feltételeziink a C. vittatus (2n=18)
esetében is, amely a C. scepusiensis fajjal parhuzamosan a Karpat-medence
déli térségében parallel fajkeletkezési folyamat Gtjan johetett 1étre, szintén a
2n=10-es C. heuffelianus ¢és 2n=8-as kromoszomaszamt C. vernus
hibridjeként.
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7. Summary

The Crocus vernus species complex is a taxonomically and citogenetically
complicated plant group represented by four species in the Carpathian Basin:
C. vernus C. heuffelianus, C. scepusiensis and C. vittatus. The nomenclature
of the species complex and the relationship of the taxa is not clearly
understood. The comprehensive taxonomy and molecular phylogenetic
studies of the C. vernus species group that covered the distribution area have
not been performed.

The aim of this study was to evaluated the genetic variability of the taxa
belonging to the Crocus vernus species complex in the Carpathian Basin
based on amplified fragment length polymorphism (AFLP) and chloroplast
DNA sequences of the accD-psal intergenic spacer combined with
citologycal observations. In our study two different AFLP experimental
procedure were performed. In the first AFLP experiment six Crocus
population were analyzed and the genetic relationships were inferred by
UPGMA hierarchical clustering method (Fig. 6.). In the second AFLP
analysis 18 Crocus population were analysed both phenetically and
cladistically (fig 7., 8.). The AFLP dataset was analysed in a cladistical way
using MP criterion combined with Dollo parsimony. Genetic diversity and
differentiation of the seven investigated Crocus species were also evaluated
using AFLP data. The Bayesian model based method was used to estimate
hybrid genotype posterior probabilities within the C. vernus species complex.
Furthermore genetic variability was also evaluated using chloroplast DNA
sequences of the accD-psal intergenic spacer. Both the AFLP and plastid
phylogenetic trees separated the taxa into two groups: (1) a ‘Balkan’ clade
and (2) an ‘Adriatic’ clade (Fig. 7 and 10.). The Balkan clade contained C.
heuffelianus from Transylvania and C. vittatus samples from Croatia as well
as C. tommasinianus samples from Hungary; the Adriatic clade included C.
vittatus and C. vernus samples from Hungary and Croatia as well as C.
neapolitanus from Italy. A hard incongruence was found in the placement of
the Slovakian C. scepusiensis which was clustered into the Balkan clade
based on plastid tree, while it fell into the Adriatic clade on the AFLP tree
(Figure 11.). Such incongruence between phylogenies based on biparentally
(e.g. AFLP) and maternally (cpDNA) inherited markers are clear indications
of hybridisation. Moreover, in our PCoA analysis, samples of C. scepusiensis
form a well-defined lineage and are placed in an intermediate position
between the Adriatic and Balkan groups (Fig. 8). Our molecular results
suggest that C. scepusiensis may be derived from a cross between a member

53



of the Balkan clade and the Adriatic clade; BC hybridity analysis reveals that
all C. scepusiensis specimens and all C. vittatus specimens with the exception
of three from the Velebit Mountains (vitl-3) are hybrids. The C. vernus
samples and the three C. vittatus individuals were determined by this analysis
to be the first parental species (P1), together with all individuals of C.
heuffelianus that were determined to be the second parental species (P2) (Fig.
5). Our findings also demonstrate the hybrid origin of C. scepusiensis and are
inconsistent with the earlier work of Majovsky et al. which proposed that C.
scepusiensis is a ‘hypotetraploid’ taxon that originated from the northern
population of C. heuffelianius (2n=10) by auto-polyploidisation followed by
aneuploidy (i.e. loss of two chromosomes). If the chromosome numbers we
have presented here (Table 4.) as well as those in the literature are taken into
account, a more probable scenario can be drawn. Given the 2n=8 diploid
number of the ‘Adriatic’ Crocus vernus, the 2n=10 diploid number of C.
heuffelianus s.s., and the tetraploid 2n=18 of C. scepusiensis, it is more likely
that C. scepusiensis originated from a cross between C. vernus and C.
heuffelianus and that this was followed subsequently by tetrapolyploidisation.
Therefore, this species is a classic example of allotetraploid hybridisation,
where two different species were first involved in the hybridisation process
and this was then followed by polyploidisation.

Our AFLP analysis shows a highly polymorphic banding pattern (85%)
and thus achieved better resolution at the species level in comparison to the
plastid marker. On the other hand, the number of private bands per species
was low (Table 2), introducing statistical uncertainty to the bootstrap analysis
due to low levels of species-specific loci. Nevertheless, deeper nodes in our
AFLP tree are statistically less reliable, although omission of samples with
hybrid origins resulted in increased, but still moderate, statistical support
(Fig. 7). The low levels of genetic diversity measured in the AFLP data
(Table 2), the fact that more genetic variability is partitioned between
populations than between species, and the fact that populations display much
higher genetic differentiation than species (Table 3), clearly argues for the
importance of an evolutionarily recent separation that accounts for the
moderate statistical support on our AFLP-tree (Fig. 7).

Our lowland samples of Crocus vittatus are also shown to be of hybrid
origin in the BC hybridity analysis (Fig. 9.), based on the AFLP data. In
combination with the same ploidy level, 2n=18, this indicates a similar
allotetraploid origin for this species in the southern part of the Carpathian
Basin. Although we do not observe the same level of incongruence in the
placement of these samples in the topology of the AFLP and plastid trees that
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we see in the case of C. scepusiensis (Fig. 11), this could be the result of a
stochastic molecular evolutionary process—if the maternally inherited plastid
marker is descended from a member of the ‘AFLP Adriatic clade’, the
samples will not be resolved incongruently on differently inherited trees.
However, one sample of C. vittatus from the Velebit Mountains was placed
incongruently in the plastid analysis. The specimen ‘vit2’ has the plastid
haplotype consistent with the ‘plastid Balkan clade’. In summary, we
conclude a similar evolutionary origin for C. vittatus on the southern arc of
the Carpathian Basin, where, similar to C. scepusiensis, the same parental
species — most probably C. vernus (2n=8) and C. heuffelianus (2n=10) — gave
rise to the allotetraploid C. vittatus that possesses a similar morphology (Fig.
2). Given the different plastid haplotypes of the two tetraploid species, we
can also exclude the possibility of taxonomically equating C. vittatus with C.
scepusiensis and can safely conclude that there were two allotetraploid
origins of two similar species from the same ancestors and that this represents
a case of evolutionary parallelism.

Based on our study of AFLP variability and sequence data from the
plastid-encoded accD-psal intergenic spacer together with data on
chromosome numbers we provide new insights into the evolutionary history
of the Crocus vernus species complex. We conclude an allopolyploid hybrid
origin of the Northern Carpathian taxon, C. scepusiensis (2n=18), which
might well have arisen from a cross between C. heuffelianus s.s. (2n=10), a
member of a clade of Balkan origin, and C. vernus (2n=8), a member of a
clade of Adriatic origin. In the southern part of our study area, C. vittatus
(2n=18) is most probably also an allotetraploid hybrid descendant of the
same parental species, but one that arose evolutionarily independently from
previous tetraploids.
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10. Fuggelék

51 CROCI[C. banaticus |
—E: VERS C. malyi C1587
VERS C. malyi C1688

86 LONG C. longifiorus
88 VERN C. vernus subsp. albiflorus
96 VERN C. etruscus Verni
LI — VERN C. kosaninii
VERN C. i

—— VERN C. vernus subsp. vemus
RETI C. veluchensis

RETI C. sieberi subsp. nivalis

RETI C. robertianus

RETI C. sieberi subsp. sieberi

RETI C. cvijicii

RETI C. rujanensis

RETI C. dalmaticus
RETI C. sieberi subsp. atticus
RETI C. sieberi subsp. sublimis

87

LONG C. goulimyi
LONG C. ligusticus

L: SCAR C. pelistericus PO
SCAR C. scardicus Scardici

76 LONG C. serotinus subsp. clusii
LONG C. i

73

52

VERS C. minimus Versicolores
VERS C. imperati cv. De Jager

VERS C. imperati subsp. imperati

VERS C. imperati subsp. suaveolens

_L: LONG C. niveus C2380
LONG C. niveus C1630
s KOTS C. vallicola )
o7 KOTS C. gilanicus
KOTS C. ji
94 L koTs C. autranii
84 T KOTS C. subsp. i
95 KOTS C. i
L{ — KOTS C. subsp. Kotschyani
KOTS C. subsp. i
55 — KOTS C. subsp. jonsi:
KOTS C.
VERN C. baytopiorum
87 CROC C. asumaniae
99 CROC C. mathewii

CROC C. pallasif subsp. pallasii
87 CROC C. pallasii subsp. dispathaceus
96 CROC C. iti
_L: CROC C. pallasii subsp. turcicus Crocus
CROC C. pallasii subsp. haussknechtii
CROC C. hadriaticus
CROC C. i C1641
CROC C. thomasii
CROC C. oreocreticus C1614
CROC C. oreocreticus C2378

96 — CROC C. sativus
CROC C. ightic C1996

95

1. abra A: A Crocus nemzetség filogenetikai viszonyait bemutaté konszenzus
kloroplaszt fa egyik f6 kladja PETERSEN et al. (2008) munkaja alapjan. A
kladogrammon megjeldlt sorozatok megegyeznek Mathew (1982) morfologiai
rendszerében elkiilonitett sorozatokkal. A C. banaticus a kloroplaszt szekvencia
eredmények alapjan azonban nem alkot 6nall6 kladot (pirossal jeldlve).



—— Babiana stncta

| Carpetani
Orientales
| Laevigati
| Alepicci
i ] RETI C. conceliatus subsp. lyclus
RETIC. subsp.
RETI & anguatdobes -
RETI C. gargaricus subsp. gargaricus SPECIOSH'
BIRL G nermanise Biflori +
g::tg biflorus subsp. bifiorus . .
BIFL C. biflorus wow. melantherus RethuIatl
p) RETIC. .

R . reticulatus roticulatus
—“—‘ BIFL C. bifforus subsp. alexandri
& BIFL C. chrysanthus C1682
BIFL C. biflorus subsp, woideni

1. abra B: A Crocus nemzetség filogenetikai viszonyait bemutat6é konszenzus
kloroplaszt fa masik f6 kladja PETERSEN et al. (2008) munkaja alapjan. A

kladogrammon a Speciosi, Biflori és Reticulati sorozatok dsszehasonlitva Mathew

(1982) morfologiai rendszerével nem alkotnak monofiletikus egységeket.
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C. sicberi subsp. sicberi 2n=22 N-RETI
C. rujane: 2n=22 N-RETI*
C. daljmat 24 N-RETI

C. mb:nmnus 2n=20 N-RETI
C. cvijicii 2n=18,19,20,22 N-RETI
C. niveus 2n= 28( LO\(:
C. oreocreticus 2n=16 C-CROC
C. cartwi §hlmnu< 2n-16 C-CROC
sativus 2n=24 C-CROC
C. thomasii 2n=16 C-CROC
C. mathewii 2n=70 C-CROC*

Crocus

\l

Crocus

( hadriaticus 2n=16 C-CROC
C. pallasii subsp. pallasii 2n=14 C-CROC
C. 2n-26 C-CROC

C. moabiticus 2n= NCCROC
2n (;(( -VERN

C. karduchorum 2n-10 C-KOTS
C. kolmhyanua subsp. kotschyanus 2n=8,10 C-KOTS
C. autranii ';n 32 C-KOTS Kotschyani

‘( banaticus 2n=26 CROCIRIS
nus subs nlh|l1oru\< 2n-8 C-VERN

C l( I‘:m%ﬂom;ik—
S
galys S0 C C. lig 2024 CLONG
C. imperati 2n=26 C-VERS
C. LOI\ICU\ 2n=18 C-VERS

2n-24 C-VERS
C. \cr\u.olor 2026 C- VERS

i 2n=16 C-VERS

I i 2n22,24,44+B C-LONG
24 C-LONG

C. <uh\

&= C. serotinus 2n=
C. nudiflorus 2n-48 C-L
P C. pelistericus 2n=32,34,35,36 C- SCAR

C. scardicus 2n=36 C-SCAR y
limyi 2n=12 C-LONG

C. g
'_r Romulea ramiflora
Romulea bulbocodium
l— Romulca pratensis

Scardici

2. abra A: A Crocus nemzetség filogenetikai viszonyait bemutatd ITS és
kloroplaszt DNS alapu kladogram els6 f6 kladja HARPKE et al. (2013) munkajaban a
monofiletikus sorozatokkal feltlintetve.
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C. minutus N-BIFL*
C. danfordia HKLPI 106 2n-8 N-BIFL

C. caelestis 2n=8 N-BIFL.

C( Ieucnsl_ﬂzusns
. sicheanus 2n=1 S . .

C. weldenii 208 N-BIFL Blﬂorl +

C. stridii 2n=10 N-BIFL : ’

C. melantherus 20=12+B N-BIFL Reticulati

C. nubigena 2n- 12 N-BIFL

C.cf. crewel 20=20 HKEP0201 N-BIFL

C. cf. chrysanthus MKLI’UQIS N-BIFL

C. cf. chrysanthus HKEP1105 N

\-BIFL
96 C. cancellatus subsp. pamphylicus 2n=12 N-RETI
C. danfordiac HKEP1012 N-BIFL
#(‘ hermoneus 2n=12 N-RETI
C. yataganensis 2n=10 N-BIFL ‘

C. nerimaniae 2n=10 N-BIFL
N = C. fauseri 2n-10 N-BIFL*

C. pulchellus 2n=12 N-BIFL 7 =
B -ﬁpcuosus subsp. xantholaimos 2n~10 N-BIFL | Speclos,
C. speciosus subsp. ilgazensis 2n=6,8 N-BIFL
= C. caricus 2n~12 N-BIFL
[= C. biflorus 2n-8 N-BIFL
G th)sanlhus HKEP1110 N-BIFL
attorium 2n=10 N-BIFL
P (. atrospermus 2n=10 N-BIFL.

C. hartmannianus 2n=20 N-BIFL.
.Ec. cyprius 2n-10 N-BIFL
C. roseoviolaceus 2n=10 N-BIFL*
_r C. crewel HKEP0204 2n=10 N-BIFI
C. crewei HKEP0210 2010 N-BIFL
C. abantensis 2n-8,16 N-RETI
C. angustifolius 2n-20 N-RETI
C. reticulatus HKEP0919 2n~12+B N-RETI
C. ancyrensis HKEP0924 2 10 N-RETI
C. reficulatus subsp. hittiticus HKFPO()U 2n=10 N-RETI
C. reticulatus subsp. hittiticus HKEP1012 20=10 N-RETI
C. kemndorffiorum N-BIFL*
C. leichtlinii 2n=20 N-BIFL
C. gargaricus subsp. gargaricus 2n=30 N-RETI
C. gargaricus subsp. herbertii 20=30 N-RETI
C. flavus subsp. dissectus HKEP091S 2n=8+B AV
C. antalyensis HKEP9S11 2n=8 N-FLAV
C. antalyensis HKEP1006a 2n=8 N-FLAV
C. candidus 2n-6 N-FLAV
C. olivieri 2n=6+B N-FLAV
C. vitellinus 2n-8 N-FLAV
C. hyemalis d 20-6 N-FLAV
C. graveolens 206 N-FLAV
I C.ad 20 H N-BIFL
&= (. paschei 2n=14 N-FLAV*
C. pestalozzae [ cacrulea ’n--’)( N-BIFL
C. fleischeri 20=20 N-INTE
C. veneris ¢ 2n=16 N-ALEP . .
C. aleppicus 2n=16 N-ALEP AleplCCl
C. cf. tauri 2n=18 HKEP1019 N-BIFL
C. fibroannulatus 2n=24 N-BIFL
C. artvinensis 20-20 N-BIFL
C. almehensis 2020 N-BIFL
C. alboconoratus 2n- 20 N-BIFL
C. adamii 2505 2n-20 N-BIF
C. pseudonubigena 2018 N-BIFL
C. of. tauri HK[-.PWN 2n-18 N-BIFL < -
C. 20=30 N-LAEV
C. tournefortii 2n=30+B N-LAEV | LaeVIgat'
C. caspius 2n=24 N-BIFL
C. michelsonii 2n-20 N-ORIE
C. &

C. danfordiac HKH’O‘)ZS 2n=8 N-BIFL ‘
93

7

Ikowii 20=20 2n=20 N-ORIE | Orientalis

C. alatavicus 2n=20 N-ORIE
densis DB7174 2n=28,30

2n-64 N-CARP Carpetani

2. abra B: A Crocus nemzetség filogenetikai viszonyait bemutato ITS és kloroplaszt
DNS alapu kladogram tovabbi f6 kladjai HARPKE et al. (2013) munkéjaban a
monofiletikus sorozatokkal feltlintetve.
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