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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

Napjainkban a ndévényfajok rendszerezésében a morfologiai vizsgalatok mellett
elengedhetetlenek a DNS alapu filogenetikai analizisek.

Ezen kutatasok kozéppontjaba tartozik a Rubiaceae mas néven buzérfélék csaladja
(kavéfélék), amely tobb mint 13000 fajaval és 650 nemzetségével a viragos novénycsaladok
magukat ebben a csaladban. A zarvatermd kétszikliek legfejlettebb szintjébe, a Solananae
forend Rubiales rendjébe soroljak az ide tartozo fajokat, amelyek tobbnyire tropusi fak, de
lehetnek cserjék, lianok, lagyszaruak ¢és epifitonok is. A mérsékelt és hideg éghajlati vben
leginkabb egynyari képvisel6i vannak. Mindossze egy vizi faj talalhaté (Lemnosipania sp.)
(DELPRETE 2004). Rendszere nagyon valtozatos és bonyolult.

A csaladon beliil 3 alcsaladot kiilonitiink el: Rubioideae, Cinchonoideae és Ixoroideae.
A Rubiaceae csalad modern szempontl rendszerezését ADANSON (1763) majd BREMEKAMP
(1952) kezdték meg. Ezt a rendszert el6szor VERDCOURT (1958) és ROBBRECHT (1988)
modositottak. ANDERSSON ¢és PERSSON (1991) morfologiai adatok kladisztikai analizisével
elsoként készitették el a csalad feliilvizsgalatat. Késébb egyre tobb molekularis adatokon
alapuld rendszer sziiletett meg. A kiilonb6z6 DNS régiok vizsgalata ellenére is sok
tanulmanyban talalhatunk olyan eredményeket, amelyeket nem tudunk az egyes taxonok
eddigi leirasai alapjan megmagyardzni.

A Cinchonoideae (BREMER és mts. 1995, 1999) a legkisebb a harom alcsalad koziil,
120 nemzetséget tartalmaz. Ezek koziil a Hamalieae tribusz fajainak és egyes szekcidinak
elkiilonitésére szamos morfoldiai €s molekularis alapt kisérlet tortént (BORHIDI 2012,
LORENCE 2012).

A kombindlt morfologiai és filogenetikai vizsgalatok ellenére sincs egységes nézet a
Cinchonoideae alcsalad szekcidinak elkiilonitésére. Munkank soran a Hamelieae tribusz
evolucios leszarmazasi kapcsolatainak tisztazasara fokuszaltunk molekularis filogenetikai

megkdzelitéssel.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A Rubiaceae csalad taxonomidjanak rovid attekintése

A Rubiaceae csaldd rendszerezését a magkezdemények szama és a termés tipusa
szerint ADANSON (1763) kezdte meg ¢és ezek alapjan az akkori " Aparines"-nek nevezett
csaladot két szekciora osztotta. DECANDOLLE (1830) a termés tipusanak, a magkezdemények
szamanak és a capitum (fejecske) virdgzat eléfordulasanak figyelembe vételével végzett
rendszerezést €s ennek eredményeként a magkezdemények szama alapjan a csalad 13
tribuszat 2 csoportra osztotta. Egy magkezdeménytiek: Cordiereae, Guettardeae, Paederieae,
Coffeeae, Spermacoceae, Anthospermeae, Stellateae, Opercularicae. Kettd vagy tobb
magkezdeményliek: Cinchoneae, Gardenieae, Hedyotideae, Iserticae, Hamelieae. HOOKER
(1873) a rekeszenkénti magkezdemények szdman kiviill 0j karaktereket is bevont a
rendszerezésbe: partacimpak boruldsa, magkezdemények tapaddsa. Rendszerében 25 tribuszt
harom csoportba sorolt. HOOKER rendszerét SCHUMANN (1891) moddositotta, aki 21 tribuszt
két alcsaladba és négy "szupertribuszba" sorolt.

BREMEKAMP (1952) a csaladot 4 alcsalddra osztotta a maghéj szerkezete, az albumin,
illetve a rafidok jelenléte vagy hianya és az ixoroid pollen prezentacid6 mechanizmusa alapjan:
Rubioideae, Cinchonoideae, Ixoroideae, Guettardoideae. @~ BREMEKAMP  munkajat
tovabbfejlesztve VERDCOURT (1958) morfologiai karakterek alapjan 3 alcsaladdra tagolta a
Rubiaceae csaladot: a Rubioideae-ra a rafidok és az albuminatus magok eléfordulasa, a
Guettardoideae-ra a rafidok hianya, nagy embrié és a redukalt endospermium és a
Cinchonoideae-ra a rafidok hianya és albuminatus magok alapjan. BREMEKAMP (1966) a
VERDCOURT Aaltal vett morfologiai karaktereket a parta aestivacidjaval, a maghéj sejtjeinek
tulajdonsagaival €s a pollen prezentacidé mechanizmusaval kiegészitve 8 alcsaladot kiilonitett
el. Javasolta a Cinchoneae tribusz feliilvizsgalatat és inditvanyozta a Rondeletieae reviziojat.

A legutolso morfologiai alapokra épiil6 rendszert ROBBRECHT (1988, 1993) dolgozta
ki, aki a Rubiaceae csaladot 4 alcsaladra osztotta: Cinchonoideae, Ixoroideae, Rubioideae,
Antirheoideae. Az Antirheoideae-be helyezi a Guetterdeae tribuszt valamint olyan tribuszokat
is, amelyek korabban mas alcsaladokhoz tartoztak. Az Antirheoideae fajaira jellemzok a nagy
embrioval rendelkez6 maganyos magkezdemények. Valojaban ez az alcsaldd megegyezik
SCHUMANN (1891) Guettardineae szupertribuszaval.

A kladisztikai modszerekkel valo elemzések a 90-es években kezdddtek és LENNART

ANDERSSON munkassagahoz kapcsolodnak. ANDERSSON és PERSSON (1991) 48 karakter

4



kladisztikai analizisével elvégezték a Cinchoneae tribusz feliilvizsgalatat, amely
polifiletikusnak bizonyult. BREMER és JANSEN (1991), BREMER és STRUWE (1992), BREMER
¢s mts. (1995) és BREMER (1996) az egész Rubiaceae csalddra kiterjedd morfoldgiai és/vagy
molekularis adatokon alapuld kladisztikai vizsgalatokat végeztek. Ezek az analizisek
alatamasztottak a Rubioideae, Ixoroideae és Cinchonoideae alcsalad Iétjogosultsagat, azonban
elutasitottak az Antirheoideae alcsalad 1étét.

Késobb egyre elterjedtebbek lettek a DNS szekvencia adatokon alapuld vizsgalatok.
BREMER (1996) rbcL szekvenciak filogenetikai analizisét végezte el a Rubiaceae csaladon,
amelynek eredményeképpen a csalad monofiletikusnak bizonyult és a vizsgalt taxonok tobbe-
kevésbé a harom alcsaladnak megfelelden valtak szét. Az Antirheoideac (ROBBRECHT 1988)
alcsalad létét a vizsgalatok nem tamasztottak ala. ANDERSSON ¢és ROVA (1999) filogenetikai
vizsgalatokat végeztek a Rubioideae alcsaladon, ezek az rpsl6 intron, azaz a cpDNS levélbol
nyert anyaganak szekvencia analizésével torténtek DOWNIE és mts. (1996) valamint
OXELMAN ¢és mts. (1997) vizsgalataira alapozva. 143 taxon, mint belsé, és 5 taxon, mint
kiilcsoport analizisének eredményeképpen koriilbeliil 50 0j génusz klasszifikacioja tortént
meg. Eredményeik azt mutattdk, hogy a Rubioideae tradicionalis taxonjai parafiletikusnak
tinnek, és szamos nemzetség koradbban rossz helyre keriilt. A Rubioideae, Ixoroideae és
Cinchonoideae alcsaladok 1étét vizsgalatuk aldtdmasztotta, mig az Antirheoideae alcsaladét
nem, mivel az polifiletikusnak bizonyult sziikségesnek vélték megsziintetését (BREMER és
THULIN 1998, ANDERSSON ¢és ROVA 1999, ROVA ¢és mts. 2002, ANDERSSON és ANTONELLI
2005, RYDIN és mts. 2009).

Tovabbi, rbcL-alapu vizsgalatok szerint az Antirheoideae-be sorolt nemzetségek a
Cinchonoideae alcsaladba vannak beagyazva (Guettardeae nemzetségcsoport). Vannak
azonban olyan tanulmanyok, amelyek a Cinchonoideae-t és az Ixoroideae-t egy tagabb
értelemben vett Cinchonoideae részeként értelmezik (ROBBRECHT és MANEN 2006). Szamos
tribusz és génusz helye ¢és léte nyert bizonyitast, mig masok feliilvizsgalata és/vagy
athelyezése valt sziikségessé.

RoVA ¢és mts. (2002) 154 Rubiaceae és 11 kiilsd csoporthoz tartozéd taxon kloroplaszt
régi6 trnL-F szekvencidjanak vizsgalatat végezték el. A hangsulyt a Rondeletieae, Sipaneeae
¢s Condamineeae tribuszokra fektették. A vizsgalt taxonok az el6z6 molekularis
vizsgalatokkal is alatamasztott alcsaladok szerint valtak szét. Vizsgalatuk soran a kovetkezd
tanulsagokat fogalmaztdk meg. Lényeges a molekuldris taxondmiai vizsgalatoknal a
széleskorli mintavételezés, mivel a Rubiaceae csalddon beliili kapcsolatok még ma sem

tisztazottak. A csalad teljes kapcsolatrendszere bonyolultabbnak bizonyult, mint azt korabban

5



gondoltdk. A rendszerint monofiletikusnak vagy filogenetikailag kdzelinek gondolt
csoportokrdl kideriiltek, hogy nem azok, ezért a tradiciondlis csoportokat részekre lehetne
osztani. Morfologiai adatokkal vald vizsgalatoknal koriiltekintének kell lenni, foleg, ha a
karakterek szama korlatozott, vagy a homologia nem teljesen vildgos. A parta boruldsanak
mintazata viszont fontos bélyeg lehet. Molekularis vizsgalatok soran nagy koriiltekintés
sziikséges a megfeleld DNS régio kivalasztasa soran. A kloroplaszt trnL-F intron és a spacer
abban az esetben, ha csupan a morfologia nem alkalmas arra (pl. Strumpfia nemzetség)
(RovA és mts. 2002). Hasonloak a tapasztalatok a rbcL szekvencia adatokat illetden is
(BREMER ¢s mts. 1995). Azonban egy tag értelemben vett Ixoroideae klad esetében kidertilt,
hogy a trnL-F régi6 tal lassan evolvalodik, ahhoz, hogy a rokonsagi kapcsolatok feltarasra

kertuilhessenek.

2.2. A Cinchonoideae alcsalad taxonémiajanak rovid attekintése

A Cinchonoideae (BREMER és mts. 1995, 1999) a legkisebb a harom Rubiaceae
alcsalad koziil, koriilbeliil 120 nemzetséget (genera) tartalmaz. Az alcsaladba tarozd fajok
megtalalhatok Eszak- Amerikatol kezdve a Karibi-térségen at egészen Kozép- és Dél-
Amerikaig, de egyes nemzetségek az ovilagban is képviseltetik magukat. A Cinchonoideae
fajai altalaban kisebb fadk ¢és cserjék, amelyekre jellemzé az imbrikatus vagy valvatus
aestivacioju parta, illetve a gyakran szaraz, toktermés. Sok faj komplex indol alkaloidokat
tartalmaz. Legismertebb génusza a Cinchona, amelynek kérge kinin el6allitasara szolgalt és az
els6 hatasos gyogyszernek bizonyult a malaria ellen.

A Cinchonoideae taxonomidja igen vitatott és sokat valtozott az idok soran. A
termolevelenkénti magkezdemények szama alapjan el6szor SCHUMANN (1891) irta le a
Caffeoideae-val egyiitt, mint 2 nagyobb csoport egyikét a Rubiaceae csaladon beliil.
Napjainkban a Cinchonoideae rendszerének vizsgalata molekularis adatokon alapul. Ezek
alapjan 9 tribuszt kiilonitettek el: Cinchoneae, Chiococceae, Guettardeae, Hamelieae, Hillieae,
Hymenodictyeae, Isterideae, Naucleeae és Rondeleticae (MANNS és BREMER 2010).

Kordbban morfologiai karakterek alapjan szamos tribuszt a Rubiaceae mas
alcsaladjaiba helyeztek (VERDCOURT 1958, BREMEKAMP 1966, ROBBRECHT 1998).
Hasonloképpen olyan tribuszokat helyeztek a Cinchonoideae-be, amelyeket ma mar mas
alcsaladokba sorolunk (ANDERSSON és ROVA 1999, ROVA és mts. 2002, RYDIN és mts. 2009).

Ezek a bizonytalan elhelyezések is mutatjak, hogy a Rubiaceae-n beliili nagyobb csoportok



kozti megbizhatobb kapcsolatok is problémasak lehetnek, ha kizarolag a morfologiai
karaktereket vessziik figyelembe, mivel azok erds homoplaziat mutathatnak. A homologia
megallapitdsdnak nehézsége és a kiilonbozd nézetek az egyes morfologiai karakterek
fontossagarol ismételten a tribuszok kiilonbdzo elhatarolasdhoz vezethet.

A  molekularis analizisek jobb ralatast adhatnak a Cinchonoideae alcsalad
taxondmiajanak megértésében. Az rbclL szekvenciak filogenetikai analizise (BREMER és mts.
1995) eldsegitette a Chiococceae (BREMER 1992) szélesebb koriilirasat, néhany évvel késébb
pedig jelentds valtozasokhoz vezetett az Iserticae (BREMER ¢és THULIN 1998)
klasszifikaciojaban.

RAZAFIMANDIMBISON ¢és BREMER (2001) morfologiai adatok mellett nuklearis ITS
valamint kloroplaszt rbcL szekvencia adatok alapjan javasoltak a Nucleeae elhatarolasat
valamint 0j tribuszként leirtdk a Hymenodictyeae-t. A nuklearis ITS és kloroplaszt szekvencia
adatok analizisei megerdsitették a Cinchonecae (ANDERSSON 1995) sziikebben vald
értelmezését (ANDERSSON és ANTONELLI 2005).

Sok nemzetség, amelyek el6zdleg a Rondeletieae tribuszba keriiltek, nemrégiben
kozelebbi rokonsagot mutattak a Guetterdeae vagy Condamineeae (Ixoroideae, ROVA és mits.
2002, 2009, DeLPRETE and CORTEzZ-B 2004) tribuszokkal. Ezenkiviil felvetették a
Rondeletieae Gjragondolasat (ROVA és mts. 2009).

A Cinchonoideae alcsaladon beliili rokonsagi kapcsolatokrol vannak korabbi
ismereteink. A Cinchoneae az Iserticae testvér csoportja (BREMER ¢és THULIN 1998,
ANDERSSON és ROVA 1999, ANDERSSON és ANTONELLI 2005, ROBBRECHT és MANEN 2006),
ahogyan a Naucleeae a Hymenodictyeae-nak (RAZAFIMANDIMBISON és BREMER 2001,
ANDERSSON és ANTONELLI 2005, ROBBRECHT és MANEN 2006, RYDIN és mts. 2009), a
Hamelieae a Hillieae-nak (BREMER és mts. 1995, BREMER és THULIN 1998, ROVA és mits.
2002, ANDERSSON és ANTONELLI 2005, ROBBRECHT ¢és MANEN 2006), valamint a
Rondeletieae a Guettardieae-nak (BREMER ¢és THULIN 1998, BREMER ¢és mts. 1999, ROVA és
mts. 2002, 2009, ROBBRECHT és MANEN 2006, RYDIN és mts. 2009).

2.3. A Hamelieae tribusz taxonomiajanak rovid attekintése

Az eredetileg DECANDOLLE (1830) altal leirt neotropusi Hamelicae tribusz, amelyet
erds diverzitas jellemez Mexikdban és Kozép- Amerikaban, a Cinchonoideae alcsaladba
tarozik. Koriilbeliil 230 fajt foglal magaba, amelyek az alabbi nemzetségek kozott oszlanak el:
Cosmocalyx (1), tag értelemben vett Deppea (43), Eizia (1), Hamelia (16), Hoffmannia (kb.
120), Omiltemia (3), Pinarophyllon (2), Plocaniophyllon (1), Pseudomiltemia (2),
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Syringantha (1) és Patima (2). Az Eizia, Omiltemia, Pinarophyllon, Plocaniophyllon,
Pseudomiltemia és Syringantha nemzetségek mind 10-10 fajjal endemikusan vannak jelen
Mexikoban (BORHIDI 2012).

A tribusz modern taxondémiai rendszerét BREMER (1987) alapozta meg, aki a korabbi
Deppeae tribuszt (KIRKBRIDE 1984), beleértve a Deppea (CHAMISSO és SCHLECHTENDAL
1830), Omiltemia (STANDLEY 1918) és Schenkia (SCHUMANN 1889) nemzetségeket,
athelyezte a Hamelieae tribuszba morfologiai karakterek kladisztikai analizise alapjan.
BREMER (1987) szerint a Hamelieae a kdvetkez0 nemzetségeket foglalja magaba: Deppea
(beleértve Schenkia), Hamelia (JACQUIN 1760), Hoffmannia (beleértve Xerococcus) (SWARTZ
1788), Omiltemia és Pinarophyllon (BRANDEGEE 1924).

A tribusz tagjaira jellemzbek a szinte mindig murvalevél nélkiili viragzatok, gyakran
sarga vagy sargas parta, imbricatus (tetGcserépszerii) vagy jobbra iranyuld aestivatio, valamint
a maghéj szemcsés (granulate) vagy gumos (tuberculate) jellege (BREMER 1987).

A Cosmocalyx (STANDLEY 1930), Simira (AUBLET 1775, LORENCE ¢s DWYER 1988), Eizia
(STANDLEY 1940) és Plocaniophyllon (BRANDBERGEE 1914), valamint a Syringantha
(STANDLEY 1930) nemzetségeket csak késobb helyezték a Hamelieae tribuszba.

A tribuszt DELPRETE (1998) 9 nemzetséggel irta le: Hamelia, Deppea, Hoffmannia,
Omiltemia, Pinarophyllon, Eizia, Plocaniophyllon, Syringantha, Cosmocalyx (Simia nélkiil).
DELPRETE és KOEK- NOORMAN (2005) hozzaadta a Chione (DE CANDOLLE 1830), Colleteria
(D. W. TAYLOR 2003) és Patima (AUBLET 1775) nemzetségeket.

ROBBRECHT ¢s MANEN (2006) tanulmanyaban az egynél tobb faj altal képviselt
Deppea, Hamelia és Hoffmannia nemzetségek monofiletikusnak bizonyultak. MANNS és
BREMER (2010) atfogé molekularis analizisei javasoltak a Chione és Colleteria Kizarasat a
Hamelieae tribuszbol, és megerdsitették a kovetkezd morfologiai karakterek fontossagat
annak jellemzésében: szinte mindig murvalevél nélkiili virdgzatok, gyakran sarga vagy sargas
viragok, maghéj szemcsés (granulate) vagy gumos (tuberculate) jellege (MANNS és BREMER
2010).

A Deppea nemzetséget eldszor CHAMISSO és SCHLECHTENDAL (1830) irtdk le, majd
LORENCE ¢és DWYER (1988) makromorfologiai vizsgalatok alapjan publikaltdk annak
taxonomiajat. Egy brazil Schenckia (SCHUMANN 1889), egy mexikoéi Edithea (STANDLEY
1933), egy Omiltemia (O. scoti; KIRKBRIDE 1984) és a panamai Elaeagia myriantha (TAYLOR
¢s HAMMER 1993) fajt is STANDLEY egyesitette a génuszban. Ezt a tagabb értelemben vett
Deppea nemzetséget mikromorfologiai karakterek alapjan ujabban polifiletikusként

értelmezik (BORHIDI és mts. 2004a). Ennek megfeleléen, két j nemzetség keriilt leirasra:
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Bellizinca (BORHIDI és mts. 2004a) terminalis vagy pszeudoaxillaris forgdoviragzattal,
levélszerti csészelevelekkel, csé alakt partaval, parta tovén eredd hosszii porzokkal, amelyek
alul gytrivé forrtak, harom osztati maghazzal és lencse alaki magokkal, ¢és Csapodya
(BORHIDI és mts. 2004a) nagy, cs6vé forrt partaju viragokkal, ellaposodott porzoszalakkal,
amelyek a partacs6 kozepe folott erednek, alul strlin szorozott bibeszallal, négy osztatt
diszkusszal, apikalis felnyilasu terméssel valamint ovalistol (semiorbicularis) a moniliformig
eléforduldé magokkal. Az Edithea-t Gjra génusz szintre emelték STANDLEY altal megadott
karakterek alapjan: gyertyatartd alakl parta, subsessilis peltatus porzok, amelyek a parta
torkabol erednek (BORHIDI és mts. 2004a).

A sziikebb értelemben vett Deppea fajok morfologiai vizsgalata soran szignifikans
hernandezii, D. foliosa, D. anisophylla, D. tubeana, D. tenuiflora) henger vagy hosszikas
alaka hypanthiummal, 2-4-szer hosszabb mint széles termésekkel, amelyeken 8 siirlin
rendezett hossziranyl erezettség figyelhetd meg, hosszikas-egyenes placentdval, és apikalis
vagy septicid termésfelnyilassal, egy 0j génuszba helyeztek at, amely a Deppeopsis nevet
kapta (BORHIDI és STRANCZINGER 2012).

Az Omiltemia génuszt STANDLEY 1918-ban irta le, mint monotipikus nemzetséget,
majd MORTON (1968) hozzaadta a Kohleria filisepala-t a Gesneriaceae csaladbol. KIRKBRIDE
(1984b) belevette az Edithea-t, amit BROHIDI és mts. (2004b) vizsgaltak feliil és javasoltak
annak kivételét, valamint leirtak egy uj génuszt a Pseudomilteia-t a P. filisepala-ra alapozva,
amelyre jellemzéek a rovid, parta torkabol eredd porzdszalak, toktermés kiemelkedd
hossziranya vagy korkoros bordakkal, inkabb apikalis vagy lokulicid, mint szepticid
felnyilassal. Ezzel szemben az Omiltemia-t a hossza lapitott porzoszalak jellemzik, amelyek a
parta aljabol erednek, valamint a csucsi részen korkoros bordak nélkiili hosszukas termések,
eloszor apikalis majd egészen a toktermés aljdig tartd szepticid hasadassal (BORHIDI és mits.
2004b). Nemrégiben egy uj Pseudomiltemia fajt is leirtak, a P. davidsonii-t (MARTINEZ-
CAMILO és mts. 2011).

A Renistipula (BORHIDI és mts. 2004¢) taxonomiaja is bizonytalan. A génusz harom
fajat STANDLEY és STEYERMARK (1940) irta le mint a Rondeletia (LINNAEI 1753) nemzetség
tagjait. Késébb az Arachnothryx-be (PLANCHON 1849) lettek athelyezve a faucialis gyiirii
nélkiili négy osztati parta és szepticid felnyilasu termések alapjan (BORHIDI 1982).
Renistipula néven, uj génuszként BORHIDI és mts. (2004c) mutattak be az Arachnothryx fajok
elkiilonitésével, a kdvetkezd morfologiai karakterek alapjan: nyeles, kor vagy vese alakd,

bdrszerti palhalevelek, konvex, két osztati maghaz, apikalis, majd szepticid felnyilast
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toktermés. LORENCE (2005) elhamarkodottnak talalta a fajok athelyezését és jelezte, hogy az
uj génusz elkiilonitése megkérddjelezhetd, igy tovabbi molekularis megkdzelitésii
vizsgalatokat javasolt az Arachnotryx és Renistipula nemzetségek filogenetikai
kapcsolatainak feltarasdhoz.

Mindent egybevetve az evolicids kapcsolatok a Hamelieae tribuszban még mindig

megoldatlanok (MANNs és BREMER 2010).

2.4. A vizsgalt DNS szakaszok

2.4.1. Az ITS (Internal Transcribed Spacer) szekvencidk jellemzdi

A 188, 5,8S és 258 citoplazmatikus riboszomalis RNS génjét kodolo DNS (rDNS)
jelenti az egyik 0 ismétlodo, ismert funkcidji szekvencia csaladot az eukariota genomban.
Az rDNS-gének tandem elrendezddésben talalhatok, egy vagy néhany csoportosulasban.
Novényekben az rDNS-eket kodolo egységek hossza 7,8 kilobazistol 18,5 kilobazisig terjed,
1smétlddo tagszamuk pedig 600-t6l 8500 darabig. Mindegyik egység a 18S, 5,8S és 25S
RNS-t kodold részbdl és az egységeket szétvalasztd, un. intergenikus DNS-szakaszbol all
(LONG és DAWID 1980). Ezek az intergenikus DNS szakaszok kozotti spacer szekvenciak az
ITS (internal transcribed spacer) szekvenciak, amelyek elegendé kiilonbséget biztositanak
akar kozeli rokonsagi korbe tartozo fajok elkiilonitésére is. A DNS-ben elfoglalt helyiiket az
1. dbra mutatja.

Az atir6do egységek konzervalodasaval ellentétben az ismétlodéseket elvalasztod
intergenikus szekvenciak igen valtozatosak (LONG és DAwID 1980). Az intergenikus
részekben taldlhatd kisebb hosszisagi alegységek gyakran sokszorozdédnak meg vagy
szenvednek deléciot. Az intergenikus ismétlddések gyors fejlddése szarmazastani
vizsgalatokhoz, illetve novényi fajok megkiilonboztetéséhez nyujt potolhatatlan lehetdséget
(MAY és APPELS 1988, SAGHAI-MAROOF és mts. 1984). A repetitiv szekvenciak kiilonbozo
fejlodési iranya és sebessége, valamint a gének erdsebben konzervalodott szekvencidja, de

egyszersmind kiilonb6z6 szervezédése teszi lehetévé a fajok egymastol valo elvalasztasat.
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1.4bra: az ITS régi6 felépitése

2.4.2. A Kloroplaszt trnL-F régié felépitése

A kloroplaszt DNS szekvencidkat manapsag széleskoriien alkalmazzak a fajok kozotti
rokonsagi kapcsolatok vizsgalatara, viszont az alacsony evolucios ratdja miatt fajon beliili
szinten hasznalata erdsen korlatozott.

A kloroplaszt DNS trnT-F régidja a transzfer RNS génekbdl all (trnTygy, trnlyaa és
trnFgaa), amelyek tandem elrendezésben vannak jelen és nem kodolo régiok valasztjak el ket
egymastol. Iranyultsagat tekintve, hozzavetdlegesen 8 kilobazisnyira talalhato az rbclL gént6l.
A trnL-F régié magaba foglalja a trnL inront €s a trnL-F spacer-t. A konzervalddott trn gének
sorrendje ¢és a gén atrendezddéseknek a nyilvanvald hianya a trnT-F régiot az univerzalis
primer tervezés potencialis alanyava tette (TABERLET és mts. 1991, PIRIE és mts. 2007).

A nem kddold régioban jatszodnak le a legnagyobb frekvenciaji mutéaciok, tehat ezen
szekvencidk amplifikacioja és direkt szekvenalasa segitséget nyujt az evolicids

tanulmanyokhoz és intraspecifikus genetikai markerek azonositasahoz.

trnL intron trnL-F spacer
trnL 5 exon trnL 3’ exon trnF exon
B I
— — —_— - <
C trnLF_intFOR E trnLF_intREV F
D

2. abra: a trnL-F régio felépitése
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3. ANYAG ES MODSZER

3. 1. DNS izolalas

A total DNS tisztitaist MEXU (Herbarium of Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico) herbariumbdl szarmazd levél anyagbol végeztik (3. 4abra). A mintdk
homogenizéalasa folyékony N; jelenlétében tortént. A DNS kivonashoz és tisztitashoz
Zenogene 40 novényi szovet DNS tisztitd kit-et (Zenon Bio Kft., Szeged) hasznaltunk,
kovetve a gyartd leirasat. A homogenizalt ndvényi szévetet 500 pl NA és 5 ul NB oldatban
szuszpendaltuk. A feltaras utan 20 ul NC oldatot adtunk hozza és a mintat vortexeltiik, majd
15 percig 65°C-on inkubaltuk. A feltart szovetet jégre tettiik és 150 pl ND oldatot adtunk
hozza. A jol megkevert és 15 percig jégen allni hagyott mintdkat 5 percig centrifugaltuk.
ZG* oszlopra pipettaztunk 825 pl NF oldatot, ehhez adtuk a centrifugalds utani feliiluszobol
500 ul-t, és osszekevertiik, majd 1 percig centrifugaltuk. A csébdl a folyadékot ismételten
eltavolitottuk, és az oszlopot visszahelyeztiilk a miilanyag csdbe. A ZG*® oszlopra 750 ul M
oldatot pipettaztunk, €és ismét 1 percig centrifugdltuk. A csébdl a folyadékot eltavolitottuk, és
az oszlopot visszahelyeztiik a mianyag csdbe. Az el6z6 két lépést megismételtiik, és 1 percig
centrifugaltunk. Az oszlopot tiszta 2,0 ml-es csébe helyeztiik, az oszlopra pipettaztunk 200 pl
65-70°C-o0s E oldatot. 5 percig 65-70°C-on allni hagytuk, utana 1 percig centrifugaltuk.

A DNS mennyiségét és mindségét spektrofotometridsan, Nano Drop ND-1000
spektrofotométerrel (Thermo Scientific, US) ellendriztiik.

- Defrﬂ’l 5_»‘{,\.&‘0“%
& ‘J/‘w}‘rct‘xn,aﬁcve

wCo

DA

i

3. abra: Deppea guerrerensis herbariumi levele

3.2. Agaroz gélelektroforézis
Az agar6z a 3,6 anhidro D- galaktéz és az L- galakt6z linedris polimere. Agar6z
gélben egy linearis duplex DNS molekula vandorlasi sebessége (elektroforetikus mobilitisa)

forditottan ardnyos a molekula tomegének logaritmusaval. Kozel semleges pH értékil
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oldatban a DNS molekula negativ toltéssel rendelkezik, igy elektromos erdtérben a pozitiv
polus felé fog vandorolni. Ha az oldatban tobbféle 0sszetételiit DNS molekula talalhato, azok
a gélben szétvalnak elektroforetikus mobilitasuk kiilonbsége szerint. A DNS fragmentek a
gélben csak akkor lathatok, ha etidium-bromid interkalald festéket alkalmazunk, és a gélt
ultraibolya fénnyel megvilagitjuk. A DNS 260 nm, a bazisok koz¢ ékelddott fluoreszcens
festék 300 nm illetve 360 nm hullimhossznal rendelkezik elnyelési maximummal. A festék
gerjesztés hatdsara a lathato tartomanyban bocsat ki fényt (590 nm, narancspiros).
Vizsgalatainkhoz az 1%-os agardz gélt 1g poritott agaroz és 100 ml 0,5x TBE puffer
felhasznalasaval készitettiik, melyet 5x TBE pufferbdl ( 54g TRIS; 27,5g bérsav; 20 ml 0,5M
EDTA (pH:8); 1000 ml-re kiegészitve bidesztillalt vizzel) higitottunk ki. A DNS mintakat
felvitel elott Sx STOP oldattal kezeltiik (2g ficoll; 10 ml 0,5M EDTA (pH:8); 10-40mg
brémfenolkék; 20 ml-re kiegészitve kétszeresen desztillalt vizzel), mely a futtatasi frontot
jelezte az elektroforézis soran. A STOP pufferben 1évo ficoll teszi strtivé az oldatot,
amelynek koszonhetben a mintat a gél-zsebbe pipettazva a zseb aljara lesiillyed, és nem

keveredik a futtato pufterrel (4. abra).

4. abra: Deppea fajok ITS régiojanak futtatdsabol szarmazo gél fotd
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3.3. DNS szakaszok felszaporitasa

A vizsgalt DNS szakaszok felszaporitasa PTC-200 Thermal Cycler (MJ Research,
US) késziilékkel tortént. A reakcidelegy végtérfogata 23ul volt, amely a kovetkezdket
tartalmazta: 2,3ul DeamTaq"™ puffer, 0.5 mM dNTP mix, 1.0 mM a primerekbsl, 0.5 pg
templat DNS , 1 U Dream Taq'™ DNS Polimeraz (Thermo Scientific, US). Az ITS régi6
felszaporitasa ITS4 és 1TSS primerekkel (WHITE és mtsi.,1990) , a nem kodold kloroplaszt
régio (trnL 5' és trnF exon kozott) "C" + "D" valamint "E"+ "F" primer parokkal tortént
TABERLET és mtsi. (1991) nyoman. A primerek szekvenciai az 1. tablazatban talalhatoak

meg.

Oligonukleotid neve Nukleotid-szekvencia

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
trnL-F C CGAAATCGGTAGACGCTACG
trnL-F D GGGGATAGAGGGACTTGAAC
trnL-F E GGTTCAAGTCCCTCTATCCC
trnL-F F ATTTGAACTGGTGACAGGA

1. tablazat: A hasznalt primerek szekvenciai

A PCR reakcio 3 perces 94°C-os denaturacioval kezdddik, amit 35 ciklus kovet az
alabbi lépésekkel: 1 perc 94°C-os denaturécio, 1 perc 50°C-os extenzid (primerek kotddése a
komplementer DNS szekvencidkhoz, annealing), 1 perc 72°C-os elongicios szakasz. A
program tartalmaz egy 7 perces 72°C-on torténd utd polimerizacios zard szakaszt.

Az igy felszaporitott DNS mintakat 1%-0s, etidium-bromiddal festett agar6z gélen
futattuk meg, majd GeneJET Gel Extraction Kitet (Thermo Scientific, US) haszndlva

tisztitottuk, kdvetve a gyarto utasitasait.
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A mintdk szekvenalasa Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, US) segitségével tortént a fragmentek felszaporitdsanal hasznalt primerekkel.

A nyers szekvenciak ellendrzése és javitasa DNA Baser programmal tortént (5. abra).

. R ——
. DNA Baser vA110, License: Demo. Mem: 1342 MB  [Chromatogram editor - 1,31 trmLduj 2b1 o T
[0l ) File 2 Tasks @ Erternaltools o) View | 51 Edit ) Search Z] Samples [y} Chromatograms Assembly grid | G Window @) Info =)=
M131tndiablCGAT TAATCAGT TCTTGAAAAGATCTATCAGACTATGEAGT|GAATCGT TTGATCAATGAATATTCGATTCTTTCTTCAATGTGGAATCT
Ruler (x10) 10 n 12 13 " 15 1% 17 18
« = G
cleaning 0
[F] Use rainkow colors : | . [] Highight low quality
P N Mark as trusted || Mark as untrusted Vi I Gpen output | INfO line:
L e s | v erbn |13 ooen o .
TIETI - T i T LS TSl

mmmmmmmmmmmmmmmmm = Hﬂyitjwﬁ:m) EEPPE P EErrE

e T
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5. abra: Deppea amaranthina ITS szekvencia kromatogram részlet a DNA Baser
programban

3.4. A szekvenciak statisztikai kiértékelése

A szekvencidk egymashoz illesztését JalView program segitségével ClustalW
modszerrel végeztiikk alapértelmezett beallitdsokkal ¢és manudlis szerkesztéssel. Az
alignmentek optimalizalasa soran kialakult réseket (gap) hianyzo karakterként kezeltik a
végsO filogenetikai analizisek soran. A kladisztikai analiziseket PAUP*4.0 szoftverrel
(SWOFFORD 2001) készitettiik a "legnagyobb takarékossag" (Maximum Parsimony, MP)
modszerét alkalmazva. Azt az evolicids fat kerestilk, amely a lehetd legkisebb szamu
evolucios lépést teszi sziikségessé a leszarmazasi viszonyok megmagyarazasahoz (PODANI
1997). A heurisztikus opcidé kovetkezé elrendezésében kerestiik a minimalis fakat: csak a
legjobb fakat tartsa meg a program, ha tObbszorosen oOsszetett fak fordulnak eld, a
véletlenszerlien hozzdadott szekvencidkat 10.000-szer ismételve cserélje ezeket a fakat a
legjobbra, és minden egyes 1épésnél csak egy fat tartson meg. A heurisztikus keresés sordn a
lehetséges faknak csak egy kis részét vizsgéaljuk, arra nincs garancia, hogy megtaldljuk az MP
fat. Azonban szamos algoritmust hasznalva novelhetjik ennek az esélyét (NEI és KUMAR
2000). TBR (Tree Bisection-Reconnection) algoritmus szerint cseréltiik az agakat ugy, hogy
a MULTREES beallitast kikapcsoltuk. A TBR keresésénél az ideiglenes fat egyik aganal két
alfava Végjuk. Ezutan ezt a két alfat ujra egyesitjﬁk Osszekotve két éggal, mind-két alfabol

Az igy kapott filogenetikai fa pontossdgat ¢és megbizhatosagat Bootstrap

(FELSENSTEIN 1985) modszerrel teszteltiik. A bootstrap egy ujramintavételezési modszer,
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amelyben feltételezziik, hogy a mintaban 1évé m egységre kaphat6 gyakorisag eloszlas a
lehetd legjobban reprezentalja az eredeti populdcidban 1évé gyakorisdgot. A bootstrap
mintdkat ugy kapjuk, hogy a mintdkbol m-elemli visszatevéses mintavételezést sokszor
egymas utan végrehajtjuk. Az egyes bootstrap mintdkat valamilyen paraméter becslésére
hasznalhatjuk fel. A valtozok bootstrap Ujramintavételezésével eldallitott alternativ fak
egyesitésével kapjuk meg a konszenzus fat. Minden elagazast 0sszehasonlitunk az eredeti fa
elagazasaival. Eltérés esetén az adott elagazas 0 , mig egyezo esetén 1 értéket kap. Ezt 1000-
szer megismételve az igy kapott bootstrap érték %-ban fejezi ki, hogy milyen mértékben
egyezett az adott elagazasban a kapott filogenetikai fa az eredetivel (NEI és KUMAR 2000).
vettiik. Alacsonyabb érték esetén az eldgazas nem bizonyos.

A filogenetikai fa statisztikai értékelése magaba foglalja a konzisztencia-indexet (Cl:
Consistency Index, KLUGE és FARRIS 1969) ¢és az Osszetartozasi-indexet (RI: Retention
Index, FARRIS 1989) is. Ezek értékei a homoplaziat mutatjak a filogenetikai faban. A CI
minden egyes karakterre megvizsgalja, hogy a valtozasok szama hogyan aranylik az
elméletileg elképzelhetd minimumhoz. Az adott faban a j-edik karakter sj valtozast mutat,
holott az adatokra felirhaté egy olyan fa is, amelyben a minimalis szama mj valtozas
kovetkezik be, akkor a Clj = mj/sj hanyados fejezi ki a keresett aranyt. Ha a faban a
lehetséges minimum fordul elé akkor CI=1, azaz a karakter nem utal homoplaziara. CI = 0,5
esetén kétszer annyi valtozas kovetkezett be, mint amennyire minimalisan sziikség van. A
retention index figyelembe veszi a lehetséges valtozasok maximalis szamat is (Mj) Rlj = Mj -
sj/Mj — mj, ahol a j-edik karakter sj valtozast mutat, holott az adatokra felirhato egy olyan fa
is, amelyben a minimalis szamu mj valtozas kovetkezik be. Ertéke annal magasabb, minél
kevesebb a homoplazia részesedése a sziinapomorfiak kialakulasaban. Ha egyaltalan nincs
homoplazia, akkor Rlj = 1. Ha az Osszes sziinapomorfidt homoplazia okozza, RIj = 0
(PoDANI 1997).

A Bayesian analizist MrBayes (RONQUIST és HUELSENBECK 2003) programmal
Markov chain Monte Carlo (B/MCMC) modszert alkalmazva végeztilk. A Bayes modszer
azokat a torzsfakat keresi, amelyek maximalizaljak azon torzsfak valoszinliségét, amelyek az
adatokat és az evolucios modellt adtak. Az optimalis modell az lesz, amely maximalizalja az
utdlagos valdszinliséget. A megfeleld szubsztitucios modellt ModelTest 3.7 (POSADA és
CRANDALL 1998) szoftverrel valasztottuk ki. A legjobban illeszkedd modellek kivalasztasa
az AIC altalanositott kritérium alapjan tortént (AKAIKE 1974). Két fliggetlen futtatast

végeztiink 6 parhuzamos lanccal, amelyeket 1 milli6 generacidig futtattunk, minden
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szazadikat mintazva. Az elsé generacid 25%-at burn-innek tekintve eldobtuk, majd a post-
burn-in fakbol meghataroztuk a tobbségi konszenzus torzsfat. Az ITS szekvencidkhoz a
GTR+I1+G modell (general time-reversible= altalanos, idével visszaalakuld sztochasztikus
modell) a trnL-F szekvenciakhoz pedig a GTR+l modell illett a legjobban. A poszterior

valosziniség (PP) értékét 95% felett tekintettiik erGsen tamogatottnak.
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4. EREDMENYEK

Az ITS szekvencidk illesztésébdl kapott alignmentet vizsgalva kideriil, hogy a
szekvencidk kozotti dontd kiilonbségek - mint ahogy az varhato is volt - a két intergenikus

szakaszra (ITS1 és ITS2) korlatozodik (6. és 7. abra).

Cosmibuena 3la
Hilliapara 316
Deppecpsis 314
Deppecpelis 314
Deppecpsis 314
Eellizinca 315
Csapodyasp 316
Czapodyach 3la
Editheaocax 315
Editheashi 315
Deppesamar 317
Deppeasryt 315
Deppeagran 315
Deppeaineq 315
Deppeamicr 315
Deppeachtu 315
Deppeapurp 315
Deppeapurp 315
Deppearubr 315
Deppeablum 315
Pseudomilt 314
Omiltemial 314
Renistipul 314
Plocanioph 314
syringanth 315
Hameliapat 315
Hameliapap 315
Hoffmannia 315
Hoffmannia 315
Hoffmannia 315
Hoffmannia PR T A AR ACTTGGTGTGAATT LT GT GAA A TIT T T A WAGTT A LT T A TCTC | 315
AACGTAGCGAAAT GCGATACT TET GT GAATT GCAGAAT CCCET GAACCATCGAGT TTTEAACGCAAGT TGCGCCCEAAGCCAT TAGGCCOAGGGCACGTCT OC
r . 1z J TSN P4 7 7 rosr
6. abra: A konzervalodott 5.8rDNS ¢és az atir6dé de nem kodolo ITS2 régio
. J
alignment részlete
Cosmibuena 415
Hilliapara 421
Deppecpsis 413
Deppecpelis 413
Deppecpsis 413
EBellizinca 414
Czapodyasp 415
Czapodyach 415
Editheaocax 414
Editheashi 414
Deppeasamar 416
Deppeasryt 414
Deppeagran 414
Deppealnedq 414
Deppeamicr 414
Deppeachbtu 414
Deppeapurp 414
Deppeapurp 414
Deppearubr 414
Deppeablun 414
Pseudomilt 412
Omiltemial 413
Renistipul 413
Plocanioph 413
syringanth 414
Hameliapat 414
Hameliapap 414
Hoffmannia 414
Hoffmannia 413
Hoffmannia 414
Hoffmannia 414

7. abra: Az ITS2 régi6 alignment részlete

A trnL-F régional is megfigyelhetjiik a taxon szekvencidk kiilonbségeit és lathatjuk,
hogy azok nemzetség szinten mar szemmel lathatoan is elvalnak egymastol (8. abra).
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: 404
41l
: 403
403
403
403
404
404
403
: 403
: 404
403
404
404
403
404
: 404
:o4l4
:o410
¢ 410
:o410
: 401
417
403
410
403
403

Cosmibusna :
Hilliapara :
Editheasch :
Editheaque :
Editheacaxn :
Bellizinca :
Czapodyasp
Deppeaamar :
Deppeasryt
Deppeagran :
Deppeamicr :
Deppeacktu :
Deppeapurp :
Deppeapurp :
Deppearubr :
Deppeablum :
Deppeacorn :
Deppecpsis
Deppecpsis
Pseudomilt :
Omiltemial :
Renistipul :
Plocanioph :
Syringanth :
Pinarophyl :
Hameliapat :
Hameliapap :
Hameliaxor : 403
Hoffmannia : A ;410
Hoffmannia : A ARTATTCATECAT CAAASGCATT C@CT CCATAGT T GA' ATCTTTTCAAGAACTGATTAATC A CT A 410
AATATTCATEGAT CARACGATTC CTCCATaGTCTGATAGATCTTTT CAAGAACT GATTAATC

8. abra: A trnL-F régi6 alignment részlete

Az ITS és trnL-F régiok szekvencia adatait eldszor egymastol fliggetleniil analizaltuk
mind MP, mind pedig Bayesian modszerrel. Az igy kapott fak topologiaja €s a fo agak
tamogatottsdga megegyezett. Ellentmondas az erdsen tdmogatott csoportok kozott nem volt
megfigyelhetd ezért a két adathalmazt egyesitettiik egy kombinalt analizishez. Az MP

modszerrel készitett analizis statisztikai adatait a 2. tablazat tartalmazza.

Adathalmaz ITS trnL-F  Kombinalt ITS/trnL-F
Alignment matrix hossza (bp) 495 734 1229
Valtozo karakterek 115 76 183
s | soGien MEsM 9068
Konzisztencia index (Cl) 0.8132 0.8529 0.7774
Retencios (0sszetartozasi) index (RI) 0.8794 0.8780 0.8607

2. tablazat: MP modszerrel készitett statisztikak adatai

A kombinalt analizissel kapott konszenzus torzsfat az 6. abra mutatja a bootstrap (BS)
¢és utdlagos valosziniiségi (posterior probabilities, PP) értékeket feltiintetve. A torzsfan harom

erdsen tdmogatott monofiletikus leszarmazasu klad kiilonithetd el. Az elsé klad (1,00/98) a
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Hamelia, amely tartalmazza a Syringantha és Hamelia nemzetségeket. A harom vizsgalt
Hamelia faj a kladon beliil er6sen tamogatott csoportot képvisel (1,00/97). A masodik
kladban talalhatok a Deppea taxonok (Deppea klad), amelyet a Deppea, Bellizinca, Edithea
¢s Csapodya nemzetségekbdl gyiijtott fajok alkotnak. A Deppea kladon beliil harom csoport
kiiloniil el er6s tamogatas mellett: Csapodya (1,00/100), a Deppea microphylla és D. purpusii
fajok alkotta csoport (0,99/95), valamint az Edithea csoport (0,97/64). Hasonloképpen a
harmadik nagy kladon beliil is alcsoportok valnak szét: Deppeopsis, Pseudomiltemia,
Hoffmannia, Plocaniophyllon, Omiltemia és Renistipula nemzetségek szerint. Erdekes
modon a Hoffmannia monofiletikus leszarmazasa csak gyengén tamogatott (0,74/65). A
Deppeopsis foliosa és D. tubaeana erdsen tamogatott csoportot alkotnak (1,00/97). A
Pinarophyllon bullatum is erds tamogatast kap (0,98/78), mint a Hoffmannia klad testvér

csoportja.
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5. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

5.1. A Hamelieae tribusz {6 leszarmazasi kapcsolatai

Vizsgalatunk f6 célja az volt, hogy rekonstrudlni tudjuk a Hamelicae tribusz
torzsfejlodését, megallapitsuk annak filogenetikai kapcsolatait és monofiletikus jellegét.

A kombinalt analizisb6l szarmazoé filogenetikai torzsfa alapjan (6.abra) (nuklearis ITS
régi6 és cp trnL-F szekvencia adatokbdl) harom f6 leszarmazasi agat kiilonithetiink el:
Hamelieae klad, Deppea klad és Hoffmannia klad. Ugyanezen kladdokat &llapitotta meg
MANNS ¢és BREMER (2010), de jelen tanulmany az elsd, ami pontosan meghatarozza a
nemrégiben leirt Hamelieae nemzetségek pontos filogenetikai poziciojat. Ezen kiviil az alapi
elagazasok is erGsen tamogatottak, ami a fokozott mintavételnek és/vagy a Cosmocalyx
nemzetség kizarasanak koszonhetd. A Cosmocalyx filogenetikai kapcsolatai még mindig
megoldasra varnak.

A Hamelieae klad két jol elkiiloniilo csoportot tartalmaz, amelyeket pentamer virdgok
jellemeznek. A monotipikus mexikdi Syringantha nemzetséget tokterméssel és szarnyas
magokkal, valamint a neotropusi Hamelia nemzetséget,amelyet husos bogyotermésekkel és
szarny nélkiili magokkal irhatunk le. Az utdbbi génusz két szekciora valik szét: Hamelia
szekciora, csoves viragokkal (8 faj) és Amphituba (ELIAS 1976) szekciora, tolcsértdl a harang
alakuig valtozo viragokkal. A klad belsé szerkezete azonban nem tamogatja a két szekcio
létezését. A korabban MCDOWELL (1996) altal javasolt Syringantha belefoglalasa a
Hamelieae-ba timogatast nyert.

A Deppea klad tartalmazza a tagan értelmezett Deppea részeit, kivéve a Deppeopsis-t,
amely a harmadik kladba kertilt. A Deppea kladot jellemzik a tetramer viragok, subapikalis,
korkoros, szklerenchimatikus kotegli toktermések, apikalis felnyilassal. Analizisiink nem volt
képes megfejteni a filogenetikai kapcsolatokat ezen fajok kozott, ahogy MANNS és BREMER
(2010) analizise sem, amely kevesebb Deppea fajt tartalmazott. Mindazonaltal jelentds
eredmény az, hogy harom erésen tamogatott monofiletikus csoport (Csapodya spp., Edithea
spp., Deppea microphylla és Deppea purpusii) fedezheté fel a kladon beliil.

A torzsfa harmadik kladja a legvaltozatosabb, 7 vagy 8 nemzetséget foglal magaba:
Pinarophyllon, Deppeopsis, Pseudomiltemia, Hoffmannia, Plocaniophyllon, Omiltemia és
Renistipula. A Plocaniophyllon és Pinarophyllon beleszamitasa a Hamelieae tribuszba er6sen
tamogatott, mint ahogy MANNS ¢s BREMER (2010) tanulméanyéaban is. Mindkét analizisben a

Pinarophyllon  az  Osszes  tobbi  taxonnak  (Hoffmannia, Plocaniophyllon,
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Omiltemia/Pseudomiltemia) a testvér kladjaként van jelen, viszont a kladon beliili k6z0s

morfologiai karakterek még feltarasra varnak.

5.2. A Hamelieae tribusz nemzetség szintii értékelése

A Hamelieae tribusz evolucidés kapcsolatainak megfejtése lehetové teszi annak
taxondémiai ujragondolasat. Azonban azt is figyelembe kell venni, hogy a harom kladon beliili
filogenetikus kapcsolatok még bizonytalanok.

A Deppea kladon beliil a Csapodya jol tamogatott szubkladot alkot, abban az esetben,
ha tobb mint egy fajt vesziink bele az analizisbe, ellentétben MANNS és BREMER 2010-es
tanulmanyaval. Egyrészrél fontos ramutatni, hogy a Csapodya splendens ¢és C. challengeri
szemmel lathatoan is két kiilon faj, mint ahogy azt BORHIDI és REGES-GRACIA (2007)
javasoltak és nem pedig szinonimdi egymasnak, ahogy azt LORENCE (2012) vélte. Ezeket a
fajokat jellemzik a tolcsérré forrt partaja virdgok, a partacsé kozepe felett eredd ellaposodott
porzdszali porzok, az alul stirlin sz6r6zott bibeszal, a négy osztatu diszkusz, az apikalis
felnyilasa termés és az ovalistol (semiorbicularis) a moniliformig eléforduldé magok
(BORHIDI és mts. 2004a).

A Deppea kladon beliil az Edithea szubkldd harom fajt foglal magaba ( E.
guerrerensis, E. oaxancana, E. schiblii), monofiletikussaga tamogatott. A tamogatottsagi
értékek (0,97/64) ellentmondasosak, ezért csak nagy 6vatossaggal alkalmazhatoak az Edithea
fajok nemzetség szintii elhatarolasahoz. Az Edithea fajokra jellemzéek a nagy és sok viragh
kettOsbog viragzatok, csé vagy gyertya alaka virdgokkal, parta torkaban ilé porzok valamint
a csticsan domborti maghdz (BORHIDI és mts. 2004a). Erdekes modon a Deppea microphylla
¢és D. purpusii is jol tamogatott monofiletikus egységet képviselnek. A D. purpurascens-el
egyltt ezeknek a fajoknak kicsi, kevés viragua, levélhonalji forgdviragzatuk van. A porzok a
parta aljahoz kozel erednek, a maghaz csucsa lapos. Ennek a harom Deppea fajnak kozos
ismertetdjegye az Edithea fajokkal és a Deppea erythroryza-val egyiitt a piros festékanyag
eléfordulasa a kéreg alatti és fas szovetekben. A tobbi Deppea taxon és a Bellizinca scoti egy
politomikus egységet alkotnak. Az ide tartozo hat Deppea fajnak (D. amaranthina, D.
grandiflora, D. inaequalis, D. rubrinervis, D. blumenaviensis) k6zos bélyege a terminalis
vagy pszeudo-axillaris, kettdsbogas, sok viragi satorviragzat, mig a Bellizinca
forgoviragzattal jellemezhetd (BORHIDI és mts. 2004a). A piros festékanyag szemmel lathatod
hianya a kéreg alatti szovetekben mind a hét taxonndl kozos tulajdonsdg. Ahhoz, hogy
megkapjuk ennek a jelenségnek a magyarazatat és, hogy megfejtsik a Deppea fajok

filogenetikai kapcsolatait, tovabbi analizisek sziikségesek, amelyeknek alapja a megfeleld és
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sok mintavétel. Ezen analizisek talan segithetnek a Csapodya, Edithea és a monotipikus
Bellizinca pontos elhelyezésében, mivel jelen filogenetikai rekonstrukcid6 nem elég
informativ, hogy megoldja ezen bizonytalansagokat.

A Hoffmannia kladba tartozd6 Deppeopsis (BORHIDI és STRANCZINGER 2012) két
egységre valik szét: D. hernandezii (a génusz tipusfaja) harom tagu levelekkel, ramiflorias
viragzatokkal, nagy viragokkal és termésekkel, valamint az erésen tamogatott D. foliosa és
D. tubaeana csoport, amelyre az ellentétesen allo levelek, a forgoviragzat, a kis viragok és
termések jellemzdéek. Jelen adatok a Deppeopsis monofiletikussagat nem tamogatjak,
taxonomiai elkiilonitéséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Mindazondltal eredményeink
er6sen tamogatjak a Deppeopsis taxonok kivételét a tagan értelmezett Deppea nemzetségbdl,
ellentétben LORENCE ¢és DwYER (1988) tanulmanyaval, amelyben a Deppea-t
monofiletikusként irtak le. MANNS és BREMER (2010) atfogd molekularis tanulmanya
latszolag tamogatja a Deppea monofiletikus eredetét, azonban ez valdsziniileg a korlatozott
mintavételezésnek tulajdonithatdé. Ahogy azt a szerzOk is jelezték, analizisiik az egész
Cinchonoideae alcsaladra fokuszalt és nem arra, hogy megallapitsdk a nemzetségeken beliili
leszarmazasi kapcsolatokat, igy nem elemeztek Deppeopsis szekvenciakat.

A Hoffmannia nemzetség monofiletikus jellege a kladon beliil alacsonyan tamogatott.
Egyrészrdl ez a hidnyos mintavételezés eredménye lehet, foleg, ha figyelembe vessziik, hogy
a Hoffmannia a Hamelicae tribusz legnagyobb génusza. Masrészrél ez a felfedezés
mutathatja a génusz para- vagy polifiletikus jellegét, amely a jovOben feliilvizsgalatra szorul,
ahogyan azt DELPRETE és JARDIM (2012) javasoltak. Erdemes megjegyezni, hogy MANNS és
BREMER (2010) altal bemutatott filogenetikai torzsfan sem tamogatott a Hoffmannia génusz
monofiletikussdga. A tovabbi vizsgdlatok esetében nagyon fontos, hogy minél tobb
Hoffmannia taxont vegyenek be az elemzésekbe elsGsorban azért, hogy el lehessen donteni a
Deppeopsis, Pseudomiltemia, Plocaniophyllon, Omiltemia és Renistipula Hoffmannia
nemzetséghez viszonyitott helyzetét.

Tanulmanyunk fontos informacidkhoz vezetett a Renistipula nemzetség
klasszifik4ciojat illetden, a génusz bevétele a Hoffmannia kladba erdsen tamogatott. Ez az
informdacid feltarja a génusz pontos taxondmiai kapcsolatait. A fajok Rondeletia-ba vétele,
ahogy azt STANDLEY (1918, 1940) javasolta, nem tiinik helyesnek. Ahogyan az sem
megfeleld, hogy BORHIDI (1982) az Arachnothryxbe helyezte. Ezt kovetden BORHIDI és mts.
(2004c) elkiilonitették a Renistipula-t mindkét nemzetségtél mint 0j génuszt a kovetkezd
karakterek alapjan: korong vagy vese alakt, bérszerii (coriaceous) palhalevelek, konvex, két

osztatli maghdz, eldszor apikdlis majd szepticid termésfelnyilas, egy vagy két tagi magok.

24



Azonban LORENCE (2005) tovabbi molekularis vizsgalatokat inditvanyozott, annak
érdekében, hogy a Renistipula megerésitést nyerjen mint a Hamelicae tribusz kiilon
nemzetsége.

A harmadik klad bels6é dgai nem nyertek elég timogatottsagot ahhoz, hogy el lehessen
donteni az Omiltemia és Pseudomiltemia taxonémiai kapcsolatat. MANNS és BREMER (2010)
tanulmanyaban a Pseudomiltemia filisepala (Omiltemia filisepala-ként szerepeltetve) jol
tamogatott kladot alkot a Hoffmannia taxonokkal. Jelen esetben az Omiltemia (O. longipes-el
képviselve) gyengén tamogatott kladot formal a Renistipula-val, mig a Pseudomiltemia (P.
filisepala-val képviselve) politomikus elagazast mutat a kovetkezd szinten a masik két
nemzetséggel.

Osszefoglalva, eredményeink BREMER (1987, 2009) elgondoldsaival egybevagoak és
tamogatjak a Hamelieae tribusz megerdsitését, mint monofiletikus egységet. Viszont a
morfologiai vizsgdlatok mellett to6bb hangstlyt kellene fektetni a molekularis szekvencia
adatokra és a fokozott taxon mintavételezésre, igy segitve a tribusz taxonémiai kategoriainak

ujragondolésat.
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6. OSSZEFOGLALAS

A kombinalt morfologiai és filogenetikai vizsgalatok ellenére sincs egységes nézet a
Cinchonoideae alcsalad szekcidinak elkiilonitésére. Munkank soran a Hamelieae tribusz belso
tagolddasanak megismerése érdekében két DNS szakasz, az ITS régio és a kloroplaszt trnL-F
régio filogenetikai analizisét végeztiik el.

Az ITS és trnL-F régidk szekvencia adatait eldszor egymastdl fliggetleniil analizaltuk
mind MP, mind pedig Bayesian modszerrel. Mivel az erdsen tamogatott csoportok kdzott nem
volt kiilonbség és a torzsfak hasonlitottak, ezért az adatokat Gsszevontuk egy kombinalt
analizishez.

A kombinalt analizissel kapott konszenzus térzsfan a vizsgalt taxonok harom kladba
csoportosultak (Deppea-, Hamelia- és Hoffmannia klad). Eredményeink alapjan bizonyitottuk
a Deppea s.l. nemzetség polifiletikus voltat és javasoljuk a Deppeopsis nemzetség kizarasat
abbol, amelynek 1étét morfologiai jellemzOkben tapasztalhatd kiilonbségek is alatamasztjak.

Sziikségesnek itéljik a Csapodya ¢és Edithea fajok taxonémiai helyzetének
ujragondolasat. Molekularis szinten is bizonyitottuk a vizsgalt két Csapodya taxon (Csapodya
splendens és C. challengeri) fajszintt elkiilonitését.

Az eddig elfogadott nézettel ellentétben igazoltuk az Omiltemia és Pseudomiltemia
nemzetségek elvalasztasat.

Megerdsitést nyert a korabbiakban kizarolag morfologiai karakterek alapjan vizsgalt €s
elhelyezett Renistipula nemzetség Hamelieae tribuszba sorolasa.

Eredményeink tamogatjdk a Hamelicae tribusz megerdsitését, mint monofiletikus

egyscget.
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