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Osszefoglalds: A Nyarddy Erazmus Gyulérél elnevezett Nyarady-nészirmot (Iris nyaradyana Prod.)
Roméniabdl, a Fels6-Maros volgyének szikldirdl irtdk le 1934-ben. A faj taxonémiai helyzete maig
vitatott, morfoldgidja alapjan egyes szerz6k az I aphylla, mas szerzék pedig az I x germanica fajjal
azonositjdk. Kutatasunk sordn elséként vontuk be molekuldris vizsgélatba a Nyéarady-nészirmot, és
célunk volt a faj rokonsdganak elemzése és értékelése molekuldris markerek alapjan. Munkank sordn
a nukledris I'TS régiét és 6t kloroplasztisz DNS markert (matkS—matké6, psbAS’R-matk8F, petL—-
psbE, psbM—trnD, trnL5 V**F—trnF¢*4) alkalmaztunk, melyek segitségével 6sszesen 9 Iris faj min-
tait hasonlitottunk Ossze és tovabbi két faj (Crocus sp., Gladiolus sp.) szekvencidjat kiilcsoportként
hasznéltunk fel. Az egyik kloroplasztisz marker, a matkS-matké6 nem volt variabilis ezeknél a fa-
joknal, amit ezért a tovabbi vizsgalatokbdl kihagytunk. A szekvencidk elemzésével megallapitottuk,
hogy az Iris nyaradyana az I. X germanica, I. pallida, I. variegata és I. aphylla fajokkal 41l legkézelebbi
rokonsagban, de a molekuldris mintézat alapjan egyértelmiien egyik fajjal sem azonos. Egyes szerz8k
vélekedésével ellentétben a molekuldris 6sszehasonlitds alapjan a Nyarady-n8szirom nem az 1. aphyl-
la egyik populdcidja, attd] tobb tulajdonsdgban is kiilonboézik, annak ellenére, hogy az I aphylia faj
nagyfoku morfolégiai variabilitdsarél korabbi publikdciok emlitést tesznek. A kloroplasztisz DNS
szekvencidkbol késziilt Templeton-Crandall-Sing (‘TCS) analizis a Nyarddy-nészirom haplotipusait
az I. X germanica és I. variegata egyes haplotipusaival talélta leginkdbb hasonlénak. A kloroplasztisz
torzsfan a harom I. nyaradyana egyed koz6sen alkotott egy nagy tdmogatottsagu, 6néllé klddot.

Idézés: Sisa J., Major E. 1., Hohn M. 2024: Az Iris nyaradyana Prod. taxondmiai elkiilonitése mole-
kularis markerekkel. Bot. Kozlem. 111(2): 131-146.
https://doi.org/10.17716/BotKozlem.2024.111.2.131

Bevezetés

Az északi mérsékelt égovon honos Iris (nészirom) nemzetség 312 fajt foglal
magaban (POWO 2024), amivel az Iridaceae csalad legnépesebb tagja (WILsoN
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2003). Jelentds diszitéértéke miatt a nészirmok szamtalan fajtdjaval és valtoza-
taval taldlkozunk a kertekben. A Magyarorszdgon éshonos nyolc Iris fajbdl hét
természetvédelmi szempontbdl is jelentds (13/2001. (V. 9.) K6M rendelet). A
Nyérddy-n8szirmot (Iris nyaradyana, a nemzetkozi adatbézisokban I x nyarady-
ana névvel is, 1. dbra) Iuliu Prodan (korai miiveiben Prodén Gyula néven; 1875-
1959) erdélyi szarmazasa botanikus irta le Iris Nydrddyana névvel 1934-ben a
Fels6-Maros volgyének délies kitettségii sziklairdl, a Godemesterhaza (Stanceni)
kozelében 1évS Leul- (Oroszlédn-) csucs kornyékérél. Jelen ismereteink alapjan ez
a taxon egyetlen ma ismert el6forduldsa. Leirdsa (PRODAN 1934) alapjdn a no-
vény kard alaku levelei a végiikon hegyesek, gyakran hatrahajlok, 19-29 (-49)
cm hosszuak, 12-21,5 mm szélesek, kiemelkedd erezettel. A szar 30—-45 cm ma-
gas, 3—6 mm vastag, els6 (alacsonyabban 1év6) eldgazdsa 6 cm-rel van a talajfel-
szin felett és 11,5 cm hosszi. A kovetkezd ag 3,5 cm-rel talalhaté a végalld virdg
alatt és 3,5 cm hosszu. Ez az 4g az aljan két egyforma, 4,5 cm hosszii és 11 mm
széles levéllel rendelkezik, melyek nagyon hasonlitanak a virdgzati buroklevelek-
hez. Mindkét ag és a f6hajtés is egy-egy virdgban végzédik, igy a novény 3 (rit-
kén 2 vagy 4) virdga. A virdgzati buroklevelek kezdetben halvanyzoldek és kis-
mértékben eltérnek egymdstdl: a kiilsé hossza 37-52 mm, szélessége 12—15 mm,
a bels6 45-50 mm hosszt és 18-20 mm széles. Az elszaradt buroklevelek nagyon
vékonyak, dttetszéek, legnagyobb szélességiiket kozepiikon vagy kissé alatta érik
el és gyakran egyfajta csérrel zarédnak. A maghdz 11-12 (-13) mm, a bibeszal 5
mm, a lepelcsé 20-25 mm hosszi. A lepel szine lila, a kiilsé lepelcimpak hossza
65 mm, szélességiik 30 mm, szakallasak, kormiik kb. 20 mm hosszi, ami a fels6
részén 12—13 mm, az aljan pedig 4 mm széles. A belsé lepelcimpak ellipszis for-
méjuak, 61 mm hossztiak és 30 mm szélesek.

A Nyérady-nészirom nevét eredeti felfedez6jérél, a hires erdélyi magyar bo-
tanikusrdl, Nyarady Erazmus Gyularél kapta, akivel Prodan allandé tudoményos
kapcsolatban allt (VAczy és BARTHA 1988). Nyédrddy a névényt 1912-es felfede-
zésekor I. furcata-ként azonositotta Marschall von Bieberstein leirdsa és abrazo-
ldsa (BIEBERSTEIN 1832), valamint BERNATSKY (1911) sszehasonlité munkaja
alapjan, PRODAN (1934) azonban t6bb morfoldgiai eltérésre hivatkozva ezt revi-
dealta. Ezek szerint az I. furcata viragzati buroklevelei csak 5—-6 mm szélesek, kes-
kenyebbek és vékonyabbak is, mint az I. nyaradyana esetében. Az I. furcata alta-
laban 2, ritkan 1, de az I. nyaradyana-val ellentétben sosem 3 viragi. Tovabbi £6
killonbségként a belsé lepelcimpékat nevezte meg, melyek az I. nyaradyana ese-
tében tobbnyire ellipszis alaktiak és 30 mm szélesek, az I. furcata-nél pedig lan-
dzsa formdjuak és 20 mm-nél is keskenyebbek. PRODAN (1934) szerint a névény
morfoldgiailag dtmenetet képez a magyar nészirom (1. aphylla subsp. hungarica)
és az I sambucina - jelenleg elfogadott nevén: 1. x germanica (POWO 2024) -
kozott. Utdbbival kozds jellemzéi az 1 virdgban végz6d6 dgak, a portoknal hosz-
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Az Iris nyaradyana taxonémiai elkiilonitése

1. dbra. Az Iris nyaradyana virdgzé példanya (a), virdgai (b), szakéllas kiilsé lepelcimpaja (c) és
kard alakui levelei (d). (fotd: Sisa Jdnos, 2021, Soroksari Botanikus Kert)
Fig. 1. Flowering individual of Iris nyaradyana (a), flowers (b), sepal beard (c), sword-shaped leaves
(d). (photo: Janos Sisa, 2021, Soroksar Botanical Garden)
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szabb porzo6szal, a hatszdgletli maghdaz és a belsé lepelcimpak hasonlé forméja,
ezzel szemben a té6kocsdny eldgazasa és a levelek alakja viszont a magyar n6szi-
rommal mutat hasonlésdgot (PRODAN 1934).

Az I nyaradyana taxondmiai helyzete tisztdzasra var (HOHN 1998). A jelen-
tésebb adatbazisok az I. X germanica-val azonositjak (POWO 2024, WFO 2024),
SAMARGHITAN et al. (2016), valamint VAs és M&csy (2017) azonban 1. aphylia,
illetve I aphylla subsp. hungarica néven hivatkozik a Leul-cstcs sziklagyepeiben
¢é16 nészirmokra. Kutatdsunk célja az Iris nyaradyana rokonsagi kérének és ta-
xondmiai helyzetének értékelése molekularis markerek felhasznaldsdval, DNS
szekvencidk 6sszehasonlité elemzése alapjan.

Anyag és médszer

A vizsgalt Iris taxonok kozil 12 minta szdrmazott a Soroksari Botanikus
Kertbél, ahovd eredeti termé&helyrél szarmazé egyedeket telepitettek. Az Iris
pallida mintat a Szasz IriszKert Bt.-t8l, Szasz Sandor dokumentélt gytjtemé-
nyébdl szereztitkk be. A taxonok kivalasztdsdnak elsédleges szempontja az I
nyaradyana-val feltételezett minél kozelebbi rokonsag volt. A leszarmazasi kap-
csolatok értelmezése érdekében tovabbi taxonokat is bevontunk a vizsgélatba (1.
tablazat), valamint az NCBI adatbazisban térolt Iris, Crocus és Gladiolus fajok
szekvencidit is felhasznaltuk, ami a kordbbi vizsgalatokkal val6 ésszehasonlitha-
tésdgot is szolgalta (httpl).

1. tablazat. A DNS kivonds alanydul szolgalé névénymintak listdja.
Table 1. List of taxa used for DNA extraction in this study. (1) species; (2) origin.

Faj (1)

Szdrmazas (2)

Iris nyaradyana Prod.
Iris pallida Lam.

Iris sibirica L.

Iris sibirica L.

Iris spuria L.

Iris x germanica L.
Iris pseudacorus L.

Iris pumila L.
I aphylla L. subsp. hungarica
(Waldst. et Kit.) Hegi

Iris variegata L.

Gladiolus communis L.

Leul-cstics: coll: Hohn M. (3 példany)
Szasz IriszKert Bt., Szenna
Soroksari Botanikus Kert, in situ pannon laprét
MO nyomvonal, Soroksar
MO nyomvonal, Soroksar
Soroksari Botanikus Kert
Soroksari Botanikus Kert, in situ vizes él6hely
Soroksari Botanikus Kert, eredeti term&helyrél szarmazé
génanyag: Tata (2 példény)
Soroksari Botanikus Kert, eredeti terméhelyrél szarmazé
génanyag: Fiizéri Varhegy
Sorokséri Botanikus Kert, eredeti term&helyrél szérmazé
génanyag: Siimeg
Etter Kft., Budapest
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Az Iris nyaradyana taxonémiai elkiilonitése

A teljes genomi DNS-t levélmintdkbol vontuk ki az E.Z.N.A.® SP Plant DNA
Kit izol4cids készlet hasznélatdval a gyarté (Omega Bio-tek, Inc., Norcross, GA,
USA) éltal megadott protokoll szerint. A molekuléris taxondmiai vizsgalathoz sziik-
séges univerzélis kloroplasztisz primereket (cpDNS, 2. tablazat) WiLsoN (2017),
illetve Guo és WiLsON (2013) munkdi alapjan vélasztottuk ki. A kloroplasztisz
régidk mellett a nukledris ITS1-5,8S-ITS2 régi6é (nDNS) vizsgalatat is elvégeztiik.
Polimeraz lancreakcids (PCR) eljarassal felszaporitottuk a primerek altal meghaté-
rozott 16kuszok DNS szakaszait, majd a reakci6 eredményességét gélelektroforézis
segitségével ellendriztiik. A sikeres felszaporitds utdn a DNS fragmentumok szek-
vencidjanak meghatarozasa Sanger tipust szekvenaldssal tortént.

A DNS amplifikdciot Aeris™ Thermal Cycler (Esco Micro Pte. Ltd., Singa-
pore) késziilékben végeztiik. A PCR keveréket 26 ul végtérfogatra mértiik ossze,
ami tartalmazott 18,7 ul Milli-Q ultratiszta vizet (Merck Millipore, Billerica, MA,
USA), 2,5 ul (10x) Dream Taq Green PCR puffert (ThermoFisher SCIENTIFIC,
Waltham, MA, USA), 0,5 ul (10mM) dNTP-t (ThermoFisher SCIENTIFIC,
Waltham, MA, USA), 1 pl (2,5 mM) MgCl -t, 0,5-0,5 ul (10-10 mM) forward
és reverz primert (Biocenter Kft., Szeged), 0,25 ul (1%) BSA-t (Bovine Serum
Albumin) (ThermoFisher SCIENTIFIC, Waltham, MA, USA), 0,5 ul (2%)
DMSO-t (Dimethyl sulfoxide) (Reanal Laborvegyszer Kft, Budapest), 0,05 ul
(0,5 unit) Dream Taq GREEN (ThermoFisher SCIENTIFIC, Waltham, MA,
USA) DNS polimeréz enzimet és 1,5 ul DNS-t (20-40 ng/pl).

2. tablazat. A nészirom és a kiilcsoportként hasznélt taxonok molekularis vizsgalata soran alkal-
mazott primerek.

Table 2. Primer pairs and amplification conditions used for the molecular analysis of Iris and

outgroup taxa. (1) primer name; (2) forward/reverse; (3) sequence; (4) annealing temperature.

Primer név  Forward/ Szekvencia (5’>3’) (3) Bekotési hémér-
(1) Reverz (2) séklet (T)) (°C) (4)
matk5S F TGTCATAACCTGCATTTTCC 50
matké R TGGGTTGCTAACTCAATGG

psbAS’R F AACCATCCAATGTAAAGACGGTTT 50
matk8F R TCGACTTTCTTGTGCTAGAACTTT

petL F AGTAGAAAACCGAAATAACTAGTTA 50

psbE R TATCGAATACTGGTAATAATATCAGC

psbM F AGCAATAAATGCRAGAATATTTACTTCCAT 50

trnD R GGGATTGTAGYTCAATTGGT

trnL5’ VAR F CGAAATCGGTAGACGCTACG 52
trnFOAA R ATTTGAACTGGTGACACGAG

ITSS F GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 57

ITS4 R TCCTCCGCTTATTGATATGC

135



Sisa]. etal.

A cpDNS régidk felszaporitdsa SHAW et al. (2005), az nDNS régidk felszapo-
ritdsa pedig WHITE et al. (1990) munkéja alapjdn valésult meg néhany médosi-
tassal. Egyes primerek esetében a protokollokat gradiens PCR alkalmazédsaval op-
timalizaltuk. A végleges PCR protokollok leirdsa a 3. és 4. tiblazatban talalhato.

A PCR vizsgalatot kovetSen gélelektroforézissel ellendriztiik, hogy a reakci6
soran megfeleld mennyiségii PCR termék képz6dott-e. Ennek érdekében a termé-
ket 1,5%-o0s TBE agardz gélen valasztottuk szét, aminek elsé 1épéseként 100 ml puf-
ferhez 1,5 gagar6zt és 5 ul GelRed (Biotium Inc., Fermont, CA, USA) festékanyagot
adtunk. A gél szildrduldsa utdn a féstivel képzett zsebekbe 5 ul PCR terméket ada-
goltunk. Az ismeretlen fragmentumhossz meghatarozaséhoz az els zsebbe DNS-
létrat tettiink, 1 pl GeneRuler 100 bp (ThermoFisher SCIENTIFIC, Waltham, MA,
USA) és 2 ul DNA LoadingDye (ThermoFisher SCIENTIFIC, Waltham, MA,
USA) felhasznéldsaval. Folyamatos ellendrzés mellett, 110 V-os fesziiltségen, 55
percen &t futtattuk a termékeket. A fotdkat 2000-es expozicion készitettiik.

3. tablazat. A nészirom és a kiilcsoportként hasznélt taxonoknél alkalmazott PCR protokoll az
ITS marker esetében.
Table 3. Description of PCR protocol for ITS nuclear marker used for the Iris and outgroup taxa.
(1) step; (2) temperature; (3) time; (4) number of cycles.

Folyamat (1) Hémérséklet (°C) (2) 1d$ (sec) (3) Ciklusok szdma (4)
1. El8denaturacid 95 150 1
2. Denaturaci6é 95 30
3. Primerek kotédése (T)) 57 30 30
4. Lanchosszabbitas 72 120
S.  Extralanchosszabbitas 72 600 1
6. Hiités 4 )

4. tablazat. A nészirom és a kiilcsoportként hasznélt taxonoknal alkalmazott PCR protokoll a
kloroplasztisz markerek esetében.
Table 4. Description of PCR protocol for chloroplast markers used for the Iris and outgroup
taxa. (1) step; (2) temperature; (3) time; (4) cycles.

Folyamat (1) Hémérséklet (°C) (2) 1d6 (sec) (3) Ciklusok szdma (4)
1. El6denaturacid 94 300 1
2. Denaturacié 94 30
3. Primerek kotédése (T)) 50-52 40 35
4. Lanchosszabbitas 72 150
5. Extralanchosszabbitds 72 420 1
6. Hiités 4 oo
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Az Iris nyaradyana taxonémiai elkiilonitése

A PCR termékeket ExoSAP-IT™ Express PCR Product Cleanup Reagent
(Applied Biosystem, Waltham, MA, USA) felhasznaldséval tisztitottuk. 14 pl
PCR termékhez 4 pl tisztité reagenst adtunk és az igy kapott elegyen alkalmaztuk
a gyart6 altal megadott protokollt. A tovabbiakban 4 percig 37 °C-on inkubaltuk
a mintdkat, majd 1 percen 4t 80 °C-on tartottuk az elegyet a reagens inaktivala-
sa érdekében.

A tisztitott amplifikdtumokat ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystem, Waltham, MA, USA) automata DNS-szekvendator segitségével
szekvenaltdk a HUN-REN Szegedi Bioldgiai Kutatékézpontban. A fragmentu-
mok hossza miatt a szekvendlds 2 irdnybdl tortént (forward és reverz), melynek
indité szekvencidi a PCR amplifikalds 10 mM-os (5 ul) primerei voltak.

Ahol sziikséges volt, a szekvencidk egyéb részein taldlhat6é bizonytalan
nukleotidokat javitottuk a kromatogramok alapjan. A hibakt6l mentes reverz
szekvencidkat ezutdn komplementerré forditottuk a forward szakaszokkal tor-
téné illesztés érdekében. Az ilyen médon szerkesztett szakaszokbdl minden
minta esetén konszenzus szekvencidkat hoztunk létre, melyek ezaltal illeszthe-
t6vé véltak egymdshoz és a génbankbdl letoltott szekvencidkhoz is. A szekven-
cidk szerkesztéséhez és illesztéséhez a BioEdit 7.2.6.1 (HALL 1999) szoftvert
hasznaltuk. A Figgelékben feltiintetett génbanki szekvencidk a kloroplasztisz
markerek esetében Guo és WiLsoN (2013), WILSON (2017), PARNIKOZA et al.
(2017), illetve NEMATI et al. (2019), az ITS markert illetéen pedig HARPKE et al.
(2013) és SINGH Es RANA (2016) munkaibél széarmaznak. A gap-eket az egysze-
rli indel kodolasi algoritmus (SIMMONS et al. 2001) alapjan kédoltuk a FastGap
1.2 programmal (BORCHSENIUS 2009). A kdédolt szekvencidkat a Seaview 4.7
(Gouy et al. 2010) szoftverrel phylip formatumba konvertaltuk. A torzsfa elké-
szitését a RAXML 8.2.10 (STAMATAKIS 2014) és a raxmlGUI 1.5 (SILVESTRO és
MICHALAK 2012) szoftverek segitségével, a legnagyobb valdszinliség (maximum
likelihood) médszerével végeztiik el, ahol a torzsfadgak statisztikai tAmogatott-
saganak meghatdrozasahoz 10 000 bootstrap-es értéket 4llitottunk be. A kapott
fak megjelenitése a MEGA 10.0.5 (KUMAR et al. 2018) szoftverrel tortént.

Eredmények

A sikeres DNS kivonas, szekvendlés és a szekvenciak szerkesztése utan nyert
informaciok a vizsgalt DNS szakaszokrdl az S. tablazatban lathaték. Az ITS és
négy kloroplasztisz marker esetén kapott szakaszok egyardnt alacsony foku (4,9—
7,4%) polimorfizmussal rendelkeztek, a matkS—matké6 primer parral amplifikélt
régié viszont egyéltalan nem mutatott variabilitast, ezért azt nem vontuk be a fi-
logenetikai analizisbe.
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5. tablazat. A kapott ndszirom és kiilcsoport szekvenciak jellemz8i primer paronként dsszesitve.

Table 5. Characteristics of the aligned Iris and outgroup sequences summarized according to

primer pairs. (1) region; (2) length; (3) number of variable nucleotides; (4) number of informa-
tive nucleotides.

Primer parok (1) Illesztett szekvencidk ~ Varidbilis nukleoti- Informativ nukleoti-
hossza (bp) (2) dok szdma (3) dok szdma (4)

matk5-matké 656 0 0
psbAS’R-matk8F 410-456 20 (4,9%) 14 (3,4%)
trnLS VAAF—trnFGAA 687-802 43 (6,3%) 25 (3,6%)
petL-psbE 1119-1284 63 (5,7%) 42 (3,8%)
psbM—trnD 670-756 49 (7,4%) 31 (4,7%)
ITSS-ITS4 369-422 20 (5,4%) 12 (3,3%)

A nukledris ITS régiok illesztése alapjan készitett kladogramon (2. dbra)
az Iris taxonok monofiletikus csoportot alkotnak a Crocus és Gladiolus kiil-
csoportokhoz képest. A nemzetség egyetlen nagy kladot alkot, amelyen beliil el6-
sz6r fajonként kilon-kiilon dgaznak le a Limniris szekci6 tagjai, majd egy kladot

£|:L x germanica
30 I. variegata

. pallida

58

—

45

—

. nyaradyana 2

64

-

. nyaradyana 1

Iris

—

. nyaradyana 3
71
81l aphylla

53 ,—l. pumila 1
8Ly pumila 2

50

I. spuria

1. sibirica 1
100
Limniris
9Bl sibirica 2

— I. pseudacorus

— Crocus flavus
100l GJadiolus hibrid

2. abra. Iris fajok torzsfdja nuklearis ITS régiok illesztésével, maximum likelihood médszer al-
kalmazdsaval. A timogatottsagi értékeket 10 000 ismétlésben elvégzett bootstrap analizis alapjan
kaptuk. Az dgakon feltiintetett szimok a timogatottsagot titkkr6z6 szdzalékos értékek. A szekcidk
jelzése jobb oldalon lathaté (fehér: Limniris, fekete: Iris).
Fig. 2. Maximum likelihood tree of Iris species based on nuclear DNA sequence data. Ten thou-
sand replicates were performed for bootstrap analysis. Bootstrap percentage values are given above
branches. Sections are shown on the right (white: Limniris, black: Iris).
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alkotva az Iris szekcié fajai. Az Iris klad belsé szerkezetére jellemz6, hogy nincse-
nek benne nagyobb csoportok, és a mintak tdbbnyire nem képeznek fajonként
kiillon kladokat. Ez aldl kivételt jelentenek az I pumila minték, j6l elvalva a t6b-
bi Iris szekcidba tartozé taxontdl. Az egyik I nyaradyana minta az I. aphylla-val
alkot egy kéttagt klddot, mig a mdsik két I. nyaradyana minta annak a kisebb
kladnak a része, amiben ezeken kivill az I pallida, I. variegata és I. x germanica
minték is taldlhatdk. E csoporton beliil egyméshoz legnagyobb rokonsagot az L.
variegata és az I. X germanica mutat, hozzéjuk csatlakozik az I pallida mintéja,
valamint a két I. nyaradyana minta.

Akdrcsak az ITS alapt trzsfan, a négy kloroplasztisz régié illesztésével els-
allitott konszenzus térzsfan (3. dbra) az dsszes Iris taxon monofiletikus csoportot
képez a Crocus és a Gladiolus kiilcsoportokhoz képest. Kiillonbség viszont, hogy
itt monofiletikus csoportot alkot a Limniris szekcid, 100%-o0s tamogatottsiggal
elvalva az Iris szekciétdl. A Limniris csoportban el8szor az Iris spuria, majd az 1.
pseudacorus minta vélik el a klad magjét alkotd két I. sibirica mintatdl. A Limniris
kladon beliil az 6sszes elagazas igen nagy timogatottsagi. Az Iris szekcid csoport-
jan belil az I. pumila mintak igen erés timogatottsaggal elkiiloniilnek a tdbbi faj-

44 I. nyaradyana 1
_Q“E I. nyaradyana 2
21 I. nyaradyana 3
[}
[}

19 { . aphylla 1
28 . aphylla 2
I. x germanica 2
86 32— | variegata 1 i
. Iris
a9 I. variegata 2
I. x germanica 1
100 o7 I. pallida 1
99 I. pallida 2
100 — I. pumila 3
99 { I. pumifla 1
99 I. pumila 2
I. spuria
— 99 I pseudacorus ||| ivis
100 I. sibirica 1
100 I. sibirica 2
Crocus sativus

100L— Gladiolus communis

3. dbra. A vizsgalt Iris fajok torzsfaja 4 kloroplasztisz DNS régié illesztésével, maximum likeli-
hood médszer alapjan. A tdmogatottsagi értékeket 10 000 ismétlésben elvégzett bootstrap analizis
alapjan kaptuk. Az dgakon feltiintetett szamok a tdmogatottsagot titkr6z8 szazalékos értékek. A
szekciok jelzése jobb oldalon lathaté (fehér: Limniris, fekete: Iris).
Fig. 3. Maximum likelihood tree of Iris species based on four plastid markers. Ten thousand repli-
cates were performed for bootstrap analysis. Bootstrap percentage values are given above branches.
Sections are shown on the right (white: Limniris, black: Iris).
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% 1. aphylla 1
1. pallida 1 1. aphylla 2

I. pallida 2
I. x germanica 2

I. variegata 1

I. x germanica 1
I. variegata 2

I. pumila 3

I. nyaradyana 3

I. nyaradyana 1
I. nyaradyana 2
I. pumila 1
I. pumila 2

I. pseudacorus
J

1. sibirica 1
I. sibirica 2

4. abra. A vizsgalt nészirom mintdk haplotipus halézata 4 kloroplasztisz DNS szekvencia alapjan
késziilt TCS analizise eredményeképpen. A fekete pontok a hidnyz6 kéztes haplotipusokat jelo-
lik, amelyek nem szerepeltek az elemzett mintasorban. Az dgakon lévé vonalkak a haplotipusok
kozotti mutdcids 1épéseket mutatjak. A taxonokat jelz6 koroknél a szinek a szekcidkat jelélik (fe-
hér: Limniris, fekete: Iris).
Fig. 4. The haplotype network obtained based on TCS analysis of the four chloroplast markers of
the Iris samples studied. Black dots indicate missing intermediate haplotypes that were not ob-
served in the analyzed sample set. Dashes on branches indicate mutational steps between haplo-

types. For taxa circles, colours indicate sections (white: Limniris, black: Iris).
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tdl. Egy ko6z6s, kisebb klddot alkotnak az I. pallida minték az I. variegata és az I. X
germanica egy-egy mintdjaval, az utébbi fajokhoz tartozé masik mintdk azonban
az I aphylla és I. nyaradyana mintdkhoz csatlakoznak. A részleteket tekintve, a sa-
jat gytjtésti I. x germanica a génbankbdl szarmazé I variegata-val kézésen keriilt
az I pallida mintakkal k6z6s egységbe, mig a sajat gyljtést I variegata a génbank-
bl szarmazé I. x germanica-val csoportosul, és egy gyengébb, de kozel 80%-os ta-
mogatottsagu kladot alkot az I aphylla és I. nyaradyana mintakkal. Ezen a kladon
beliil a harom I. nyaradyana minta magas bootstrap értékkel egy csoportot képez,
ami alacsony tamogatottsaggal valik el a két 1. aphylla minta képezte kladtol.

A kloroplasztisz szekvencidk alapjan késziilt haplotipus halézaton (4. dbra)
kozponti elhelyezkedésti, ardnylag kompakt csoportként jelenik meg az Iris szek-
ci6, amihez t6bb ponton és sok mutacids lépéssel kapcsolédnak a Limniris fa-
jai, melyek egymastdl is jelentésen kilonboéznek. Az Iris szekcié egymassal ko-
zelebbi rokonsagot mutat6 fajokbdl all, csoportjukon belil az I pumila min-
tdk kapcsolédnak viszonylag tobb mutdcids 1épéssel a tobbi fajhoz. Kiilon
haplotipusokat képviselnek az I. aphylla, I. pallida, I. pseudacorus, 1. sibirica és
L spuria mintak. K6z8s haplotipust alkot a génbankbdl szdrmazé I x germanica
a gyujtott 1. variegata-val, a masik I x germanica pedig a masik I. variegata-val
csoportosul. Két haplotipust jelenitenek meg az I. pumila minték, és szintén két
haplotipust képviselnek az I nyaradyana-k is, melyek 2, illetve 3 mutdcids 1épés-
re helyezkednek el az egyik 1. x germanica és I. variegata alkotta haplotipustél.
Az Iris nyaradyana mintak tehét a legkozelebbi rokonsagot az I. x germanica és L.
variegata mintdkkal, valamivel tdvolabbit pedig az I pallida és I. aphylla mintak-
kal mutatnak, és szamos mutdcids 1épés vélasztja el 6ket az I. pumila mintdkedl.

Megvitatas

Az Iris fajok rokonsagi kapcsolatainak elemzéséhez a taxondémidban széles
korben hasznalt nuklearis ITS és kloroplasztisz markereket hasznaltuk fel. Az ITS
és a négy kloroplasztisz szekvenciabol késziilt torzsfék eltérd topoldgidjiiak vol-
tak, de a vizsgalt Iris fajok mindkét torzsfin monofiletikus csoportot alkottak a
kiilcsoporthoz képest, és a nemzetségen beliili szekcidk nem keveredtek egymassal.
Az Iris szekcid fajai mindkét torzsfan nagyfoku timogatottsiaggal alkotnak kozos
csoportot, mig a Limniris fajok csak a kloroplasztisz szekvencidk elemzése eseté-
ben jelennek meg 6nallé kladként. Munkéank sordn els6ként vontuk be molekularis
vizsgalatba a Keleti-Karpatokbdl leirt Iris taxont, az I. nyaradyana-t, melyet kiilon-
b6z6 szerz6k morfoldgiai alapon més-mads fajokkal tartottak azonosnak (PRODAN
1934, SAMARGHITAN et al. 2016, VAs és Mécsy 2017, POWO 2024, WFO 2024).
Az ITS alapu térzsfan a hdrom I nyaradyana egyed koziil egy az I aphylla-val koz6s
kladra keriilt, a mésik kett$ pedig az I pallida, I. x germanica és I. variegata min-
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tékkal csoportosult. Az anyai vonalon 6r6klédé kloroplasztisz DNS alapt torzsfan
viszont a hdrom I. nyaradyana minta egy nagy timogatottsagu 6nall6 kladot képe-
zett. Legkdzelebbi testvércsoportként azonban kis tdmogatottsaggal az I aphylla
mintak alkotta klad kapcsolddott, ahhoz pedig az I. X germanica és I. variegata faj
egy-egy mintdja, majd 86% tdmogatottsaggal a tobbi I. variegata, I. x germanica és
L pallida minta. Eredményeinkben ezaltal hasonlé torzsfaszerkezet alakult ki, mint
amelyre mar WILSON (2017) is felhivta a figyelmet.

A Templeton-Crandall-Sing (TCS) alapt haplotipus halézat az azonos
haplotipusokat egyiitt tiinteti fel, igy egy letisztultabb képet kaptunk a min-
tdk kozotti genetikai tavolsagrél. A Nyarddy-ndszirom harom mintéja két kii-
16n haplotipust képviselt, melyekhez legkdzelebb az egyik I x germanica és I
variegata formalta haplotipus keriilt. Ez a tavolsdg a masik I. x germanica és I.
variegata altal alkotott csomdponttdl 6t és hat, az I. aphylla egyedektél pedig hat
és hét mutdcids 1épésre van. Ily médon a kloroplasztisz torzsfan mutatkozé kis
tdmogatottsagu I. aphylla és I. nyaradyana csoportosulds tagjai a haplotipus ha-
l6zatban lathatéan tavolabb helyezkednek el egymdstdl, és az I. aphylla az I. x
germanica és I. variegata mintakhoz képest is tdvolabbinak mutatkozik.

A molekularis eredmények igazoltdk a morfoldgiai alapon felallitott rokon-
sagikort. A térzstak alapjan a Nyaraddy-nészirom egyedek semelyik masik vizsgélt
Iris fajjal sem azonosithatok egyértelmiien. Bar az eltéré él6helyi koriilmények is
okozhatnak nagyobb foki morfoldgiai variabilitdst, a molekularis eredmények
alapjan feltételezhetd, hogy a korabban leirt alaktani killonbségek taxonémiai el-
téréseket is tiikroznek. Megjegyzendd, hogy az I. aphylla kiterjedt aredjan nagy
morfolédgiai valtozatossdgot mutat, ebbél eredéen szaimos helyi formdt, valtoza-
tot irtak le (DYKES 1924, KOHLEIN 1981). Ezek koziil tobb kapott alfaj statuszt
(TuTIN et al. 1980), azonban a kordbbi molekuléris diverzitas vizsgélatok nem
tdmasztottdk ald ezeket az infrataxonokat (WROBLEWSKA et al. 2010). Erdély
hegyvidékein tobbfelé él az I. aphylla, eléforduldsairdl azonban részletes elem-
z6 morfoldgiai és molekularis vizsgalat ez iddig nem késziilt. A rokonsagi kap-
csolatok tovébbi finomitdsét, pontositasat eredményezheti tobb kloroplasztisz
marker vizsgélata, hosszabb szekvencidk vagy a teljes kloroplasztisz genom elem-
zése, valamint az Iris fajok kozott j mintdk bevonasa, akar az erdélyi I aphylla
populacidkbdl, akar a Nyarady-nészirom populdciébdl. A morfoldgiai 6sszeha-
sonlitds érdekében célszerti lenne azonos terméhelyi korillmények kézott nevel-
ni a névényeket, ily médon kizérva az él8helyi kiilonbségekbdl szarmazé alak-
tani véltozatossagot. Az I. X germanica egy kultiraban fenntartott, hibrid taxon
szamtalan fajtaval és valtozattal, amelynek az L. pallida-t és az I. variegata-t tekin-
tik sziiléfajainak (HENDERSON 1992). Pontos taxondmiai helyzete molekulari-
san nehezen édllapithaté meg, a hibridizacié révén gyakran idegen génanyagot is
tartalmazhat. Viszont az I. variegata egy j6l gytjthetd, morfolégiailag elkiiloniild
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sztyeppei faj, melybdl tobb egyed bevonasa a molekuldris vizsglatba segitheti a
torzsfak klddjainak jobb elkiiloniilését.
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Iris nyaradyana Prod. named on the honour of the botanist Erazmus Gyula
Nyarady was described in 1934, from rocks of the Upper Mures/Maros River
Valley, Romania. The taxonomic status of the species is still disputed; based on its
morphology some authors identify it with I aphylla, others with I. x germanica.
Our study is the first to involve this taxon in molecular analysis, and aims to as-
sess the relationship of the species based on molecular markers. Nuclear ITS and
five chloroplast DNA markers (matk5-matké6, psbAS’R-matk8F, petL-psbE,
psbM-trnD, trnL5’V*4F-trnF**) were used. Altogether 9 Iris species were com-
pared and the sequence of 2 additional species (Crocus sp., Gladiolus sp.) were
used as outgroups. One of the chloroplast markers, matk5—-matké proved to be
not variable and therefore was excluded from the analyses. Sequence analysis re-
vealed that Iris nyaradyana is most closely related to 1. x germanica, 1. variegata, .
pallida and I. aphylla, but based on the molecular pattern, it is not identical to any
of these species. Contrary to the opinion of some authors, molecular compari-
sons suggest that Iris nyaradyana is not a population of I. aphylla, although the
high morphological variability of I. aphylla has been reported in previous pub-
lications. Templeton-Crandall-Sing (TCS) analysis of the chloroplast DNA se-
quences found the haplotypes of Iris nyaradyana to be similar to some haplotypes
of I. x germanica and I. variegata. On the chloroplast phylogenetic tree, all three
Iris nyarvadyana individuals formed an independent clade with high support.
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Figgelék. A GenBank adatbazisbdl a jelen vizsgalathoz letoltott genetikai szek-
venciak.
Appendix. Genetic sequences obtained from the GenBank database used in this
study. (1) Chloroplast sequences; (2) I'TS sequences.

Kloroplasztisz szekvencidk (1)

Iris aphylla 2: Iris aphylla L., AY596661, KY319421, KY319470, KY319520

Iris x germanica 2: Iris X germanica L., HM574575, HM574636, KY319476, KY319526,
KC510961

Iris pallida 2: Iris pallida Lam., HM574628, HM574689, KY319432, KY319481,
KY319531

Iris pumila 3: Iris pumila L., HM574576, HM574637, KY319484, KY319534, KU310529
Iris variegata 2: Iris variegata L., KY319410, KY319442, KY319491, KY319541

Crocus sativus L. NC_041460

ITS szekvencidk (2)

Crocus flavus: HE663984
Gladiolus hibrid: KX219617
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