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1. BEVEZETES ES CELKIT UZES

Napjainkban a ndvényfajok rendszerezésében a migifil vizsgalatok mellett
elengedhetetlenek a DNS alapu filogenetikai arsdkzi

Ezen kutatasok kdzéppontjaba tartozik a Rubiaceas méven buzérfélek csaladja
(kavéfélek), amely tobb mint 13000 fajaval és 6Btnmetségével a viragos novenycsaladok
magukat ebben a csaladban. A zarvatek@étszikiek legfejlettebb szintjébe, a Solananae
férend Rubiales rendjébe soroljak az ide tartozok&joamelyek tébbnyire trépusi fak, de
lehetnek cserjék, lianok, lagyszaruak és epifitorsokA mérsékelt és hideg éghajlati 6vben
leginkabb egynyari képvis@l vannak. Mindéssze egy vizi faj talalhatée(nnosipania sp
(DELPRETE2004). Rendszere nagyon valtozatos és bonyolult.

A csaladdon belil 3 alcsaladot kulonitiink el: Rutbkéaie, Cinchonoideae és Ixoroideae.
A Rubiaceae csalad modern szempontu rendszereXBs&soN (1763) majd BEMEKAMP
(1952) kezdték meg. Ezt a rendszerisebr VERDCOURT (1958) és RBBRECHT (1988)
modositottak. ADERSSON és FBERSSON (1991) morfoldgiai adatok kladisztikai analiziseve
elsvként készitették el a csalad felllvizsgalatat. #&ésegyre tdbb molekularis adatokon
alapulé rendszer sziletett meg. A kulonb6BNS régiok vizsgalata ellenére is sok
tanulmanyban talalhatunk olyan eredményeket, arketyeem tudunk az egyes taxonok
eddigi leirasai alapjan megmagyarazni.

A Cinchonoideae (BEMER és mts. 1995, 1999) a legkisebb a harom alcsaadl k
120 nemzetseéget tartalmaz. Ezek kdzul a Hamaligaest fajainak €s egyes szekcidinak
elkilonitésére szamos morfoldiai és molekularisp@al&isérlet toértént (BRHIDI 2012,
LORENCE2012).

A kombinalt morfolGgiai és filogenetikai vizsgalatellenére sincs egységes nézet a
Cinchonoideae alcsalad szekcioinak elkulonitesbtenkank soran a Hamelieae tribusz
evolucios leszarmazasi kapcsolatainak tisztazagdmaszaltunk molekularis filogenetikai

megkozelitéssel.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A Rubiaceae csalad taxonomiajanak rovid attekiése

A Rubiaceae csalad rendszerezését a magkezdemémgela és a termés tipusa
szerint ADANSON (1763) kezdte meg és ezek alapjan az akkori " Apafinek nevezett
csaladot két szekciora osztottee@ANDOLLE (1830) a termés tipusanak, a magkezdemények
szamanak és a capitum (fejecske) viragzéfoedulasanak figyelembe vételével végzett
rendszerezést és ennek eredményeként a magkezddmemgma alapjan a csalad 13
tribuszéat 2 csoportra osztotta. Egy magkezdergayCordiereae, Guettardeae, Paederieae,
Coffeeae, Spermacoceae, Anthospermeae, Stellatepercularieae. Keit vagy tobb
magkezdemeérniek: Cinchoneae, Gardenieae, Hedyotideae, Isertidaajelieae. KHOKER
(1873) a rekeszenkénti magkezdemeények szaman kiyukaraktereket is bevont a
rendszerezésbe: partacimpak borulasa, magkezdekntapadasa. Rendszerében 25 tribuszt
harom csoportba sorolt. ddkeR rendszerét &HUMANN (1891) modositotta, aki 21 tribuszt
két alcsaladba és négy "szupertribuszba" sorolt.

BREMEKAMP (1952) a csaladot 4 alcsaladra osztotta a magkékezete, az albumin,
illetve a rafidok jelenléte vagy hidnya és az ixdnoollen prezentacié mechanizmusa alapjan:
Rubioideae, Cinchonoideae, Ixoroideae, Guettard@de BREMEKAMP  munkajat
tovabbfejlesztve ¥RDCOURT (1958) morfoldgiai karakterek alapjan 3 alcsalathgolta a
Rubiaceae csaladot: a Rubioideae-ra a rafidok éallazminatus magok &ordulasa, a
Guettardoideae-ra a rafidok hianya, nagy embri6é aésedukdlt endospermium és a
Cinchonoideae-ra a rafidok hianya és albuminatagak alapjan. BEMEKAMP (1966) a
tulajdonsagaival és a pollen prezentacid6 mecharsawal kiegészitve 8 alcsaladot kulonitett
el. Javasolta a Cinchoneae tribusz felllvizsgakgahditvanyozta a Rondeletieae reviziojat.

A legutolsé morfoldgiai alapokra égiltendszert RBBRECHT (1988, 1993) dolgozta
ki, aki a Rubiaceae csaladot 4 alcsaladra oszt@itachonoideae, Ixoroideae, Rubioideae,
Antirheoideae. Az Antirheoideae-be helyezi a Gud#ae tribuszt valamint olyan tribuszokat
is, amelyek korabban mas alcsaladokhoz tartoztalkAmirheoideae fajaira jellenik a nagy
embridval rendelkgz maganyos magkezdemeények. Valojaban ez az alcsaddpbgyezik
SCHUMANN (1891) Guettardineae szupertribuszaval.

A kladisztikai modszerekkel valo elemzések a 9@e=kben kezébltek és [ENNART

ANDERSSON munkassagahoz kapcsolédnakNDERSSON €s FERSSON (1991) 48 karakter
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kladisztikai analizisével elvégeztek a Cinchoneagbusz felllvizsgalatat, amely
polifiletikusnak bizonyult. BEMER €s ANSEN (1991), BREMER €s SRUWE (1992), BREMER

és mts. (1995) ésHREMER (1996) az egész Rubiaceae csaladra kiténedrfoldgiai és/vagy
molekularis adatokon alapulé kladisztikai vizsgdkatt veégeztek. Ezek az analizisek
alatdmasztottak a Rubioideae, Ixoroideae és Cirmtleae alcsalad létjogosultsagat, azonban
elutasitottdk az Antirheoideae alcsalad |étét.

Késsbb egyre elterjedtebbek lettek a DNS szekvenciaolda alapul6 vizsgalatok.
BREMER (1996) rbcL szekvenciak filogenetikai analizisét végezte &ubiaceae csaladon,
amelynek eredményeképpen a csalad monofiletikusizakyult és a vizsgalt taxonok tobbé-
kevésbé a harom alcsaladnak megéelelvaltak szét. Az Antirheoideae BBRECHT 1988)
alcsalad létét a vizsgalatok nem tdmasztottak/allbERSSONES ROVA (1999) filogenetikai
vizsgalatokat végeztek a Rubioideae alcsaladork &zgsl6 intron, azaz a cpDNS levélb
nyert anyaganak szekvencia analizésével tortentekvN: és mts. (1996) valamint
OXELMAN és mts. (1997) vizsgalataira alapozva. 143 taxoint bel$, és 5 taxon, mint
kiulcsoport analizisének eredményeképpen korulbeillj génusz klasszifikacidja tortént
meg. Eredményeik azt mutattak, hogy a Rubioideadidionalis taxonjai parafiletikusnak
tinnek, €és szamos nemzetség korabban rossz helyii#. kirRubioideae, Ixoroideae és
Cinchonoideae alcsaladok létét vizsgélatuk alatatotta, mig az Antirheoideae alcsaladét
nem, mivel az polifiletikusnak bizonyult szikségalsnvélték megszintetés@BREMER €s
THULIN 1998, ANDERSSONES FovA 1999, RoVA és mts. 2002, ADERSSONES ANTONELLI
2005, R'DIN és mts. 2009).

Tovabbi, rbcL-alapu vizsgalatok szerint az Antirheoideae-be samemzetségek a
Cinchonoideae alcsaladba vannak beagyazva (Guedkardhemzetségcsoport). Vannak
azonban olyan tanulmanyok, amelyek a Cinchonoide@e-az Ixoroideae-t egy tagabb
ertelemben vett Cinchonoideae részeként ertelm@&BBRECHT €s MANEN 2006).Szamos
tribusz és génusz helye és léte nyert bizonyithdy masok fellilvizsgalata és/vagy
athelyezése valt szikségessé.

RovA és mts. (2002) 154 Rubiaceae és 11&aoporthoz tartozé taxon kloroplaszt
régiotrnL-F szekvenciajanak vizsgalatat végezték el. A hapgstiRondeletieae, Sipaneeae
eés Condamineeae tribuszokra fektették. A vizsgakornok az €z6 molekularis
vizsgalatokkal is alatamasztott alcsaladok szefétiak szét. Vizsgalatuk sordn a kdvetkez
tanulsagokat fogalmaztak meg. Lényeges a molekulémxondémiai vizsgalatoknal a
szeéleskdt mintavételezés, mivel a Rubiaceae csaladon bghjicsolatok még ma sem

tisztazottak. A csalad teljes kapcsolatrendszenydialtabbnak bizonyult, mint azt korabban
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gondoltdk. A rendszerint monofiletikusnak vagy démetikailag kozelinek gondolt
csoportokrdl kiderlltek, hogy nem azok, ezért alitianalis csoportokat részekre lehetne
osztani. Morfologiai adatokkal valo vizsgélatokndiriltekintbnek kell lenni, éleg, ha a
karakterek szama korlatozott, vagy a homoldgia meljesen vilagos. A parta borulasanak
mintazata viszont fontos bélyeg lehet. Molekularigsgalatok soran nagy koriltekintés
szilkséges a megfeleDNS régid kivalasztasa soran. A kloroplaset-F intron €s a spacer
régio jol hasznalhaté a Rubiaceae csaldd magasahhi klasszifikaciéjahoz leginkabb
abban az esetben, ha csupan a morfolégia nem akadnra (pl. Strumpfia nemzetség)
(Rova és mts. 2002). Hasonlbéak a tapasztalatobba szekvencia adatokat iltegn is
(BREMER és mts. 1995). Azonban egy tag értelemben vetbideae klad esetében kiderdlt,
hogy atrnL-F régi6 tul lassan evolvalédik, ahhoz, hogy a rolémnskapcsolatok feltarasra

kertlhessenek.

2.2. A Cinchonoideae alcsalad taxonomiajanak révidttekintése

A Cinchonoideae (BEMER és mts. 1995, 1999) a legkisebb a harom Rubiaceae
alcsalad kozul, korulbeltl 120 nemzetséget (genend@lmaz. Az alcsaladba tarozé fajok
megtalalhatok Eszak- Amerikatdl kezdve a Karibségen at egészen Kozép- és Dél-
Amerikaig, de egyes nemzetségek az odvilagban isigépetik magukatA Cinchonoideae
fajai altalaban kisebb fak és cserjék, amelyeki®enes az imbrikatus vagy valvatus
aestivacioju parta, illetve a gyakran szaraz, tokés. Sok faj komplex indol alkaloidokat
tartalmaz. Legismertebb génusza a Cinchona, amekérge kinin edallitdsara szolgalt és az
elsh hatasos gyogyszernek bizonyult a malaria ellen.

A Cinchonoideae taxondmiaja igen vitatott €s sokaltozott az idk soran. A
termblevelenkénti magkezdemények szédma alapjdiszér SHUMANN (1891) irta le a
Caffeoideae-val egyltt, mint 2 nagyobb csoport lefyia Rubiaceae csaladon beliil.
Napjainkban a Cinchonoideae rendszerének vizsgatat@kularis adatokon alapul. Ezek
alapjan 9 tribuszt kulonitettek el: Cinchoneae,oCbcceae, Guettardeae, Hamelieae, Hillieae,
Hymenodictyeae, Isterideae, Naucleeae és RondmefMrnNs €s BREMER 2010).

Kordbban morfoldgiai karakterek alapjan szamos ugild a Rubiaceae mas
alcsaladjaiba helyeztek E®DCOURT 1958, BREMEKAMP 1966, FOBBRECHT 1998).
Hasonldképpen olyan tribuszokat helyeztek a Cinolumae-be, amelyeket ma mar mas
alcsaladokba sorolunk (®ERSSONES RovA 1999, RovA és mts. 2002, IN és mts. 2009).

Ezek a bizonytalan elhelyezések is mutatjak, hodggubiaceae-n bellli nagyobb csoportok



kozti megbizhatobb kapcsolatok is problémasak retket ha kizardlag a morfolégiai
karaktereket vesszik figyelembe, mivel azoksehomoplaziat mutathatnak. A homologia
megéllapitasdnak nehézsége és a kuldhbdzzetek az egyes morfolégiai karakterek
fontossagarol ismételten a tribuszok kiléribéthatarolasahoz vezethet.

A molekularis analizisek jobb rélatast adhatnak @nclibnoideae alcsalad
taxondmigjanak megértésében. L szekvenciak filogenetikai analiziseRBBVER €s mts.
1995) ebsegitette a ChiococceaeRBVER 1992) szélesebb korulirasat, néhany évveblies
pedig jelents valtozasokhoz vezetett az Iserticae RHBER €és THULIN 1998)
klasszifikaciéjaban.

RAZAFIMANDIMBISON és BREMER (2001) morfologiai adatok mellett nukleéris ITS
valamint kloroplasztrbcL szekvencia adatok alapjan javasoltak a Nucleehatéblasat
valamint Uj tribuszként leirtak a Hymenodictyea@-nuklearis ITS és kloroplaszt szekvencia
adatok analizisei medeitettek a Cinchoneae KAERSSON 1995) sikebben valo
értelmezését (ADERSSONES ANTONELLI 2005).

Sok nemzetség, amelyekésbleg a Rondeletieae tribuszba kertltek, nemrégiben
kozelebbi rokonsagot mutattak a Guetterdeae vagyl@uineeae (IxoroideaeORA és mts.
2002, 2009, BLPReTE and @RTEzB 2004) tribuszokkal. Ezenkivil felvetették a
Rondeletieae Gjragondolasatg® és mts. 2009).

A Cinchonoideae alcsaladon bellli rokonsagi kamts&rdl vannak korabbi
ismereteink. A Cinchoneae az Isertieae testvér arjap (BREMER €S THULIN 1998,
ANDERSSONES RoVA 1999, AIDERSSONES ANTONELLI 2005, FOBBRECHT éSMANEN 2006),
ahogyan a Naucleeae a Hymenodictyeae-nakzARMANDIMBISON €s BREMER 2001,
ANDERSSON és ANTONELLI 2005, FOBBRECHT és MANEN 2006, R'DIN és mts. 2009), a
Hamelieae a Hillieae-nak &MER és mts. 1995, ®EMER ésSTHULIN 1998, ROvA és mits.
2002, ANDERSSON €és ANTONELLI 2005, ROBBRECHT €s MANEN 2006), valamint a
Rondeletieae a Guettardieae-naR¢BER és THULIN 1998, BREMER €s mts. 1999R0vVA és
mts. 2002, 2009, &BRECHTEés MANEN 2006, R'DIN és mts. 2009).

2.3. A Hamelieae tribuszaxondémiajanak rovid attekintése

Az eredetileg BCANDOLLE (1830) altal leirt neotrépusi Hamelieae tribusnebyet
er6s diverzitas jellemez Mexikdéban és Kozép- Amerikdba Cinchonoideae alcsaladba
tarozik. Korulbelll 230 fajt foglal magaba, amelyakalabbi nemzetségek kozott oszlanak el:
Cosmocalyx1), tag értelemben velleppea(43), Eizia (1), Hamelia (16), Hoffmannia(kb.
120), Omiltemia (3), Pinarophyllon (2), Plocaniophyllon (1), Pseudomiltemia (2),

7



Syringantha (1) és Patima (2). Az Eizia, Omiltemig Pinarophyllon Plocaniophyllon
Pseudomiltemiaés Syringanthanemzetségek mind 10-10 fajjal endemikusan vane#d |
Mexikéban (BRHIDI 2012).

A tribusz modern taxonOmiai rendszeréteBIER (1987) alapozta meg, aki a korabbi
Deppeae tribuszt (KkBRIDE 1984), beleértve @eppea(CHAMISSO és SHLECHTENDAL
1830), Omiltemia (STANDLEY 1918) és Schenkia (SCHUMANN 1889) nemzetségeket,
athelyezte a Hamelieae tribuszba morfologiai kamakt kladisztikai analizise alapjan.
BREMER (1987) szerint a Hamelieae a kbvetkeremzetségeket foglalja magali2eppea
(beleértveSchenki Hamelia(JAcQuIN 1760),Hoffmannia(beleértveXerococcuy (SWARTZ
1788),0miltemiaésPinarophyllon(BRANDEGEE 1924).

A tribusz tagjaira jellemizek a szinte mindig murvalevél nélkili viragzatokalgran
sarga vagy sargas parta, imbricatusi¢serépszéi) vagy jobbra iranyul6 aestivatio, valamint
a magheéj szemcseés (granulate) vagy gumos (tubestigdege (RREMER 1987).

A CosmocalyqSTANDLEY 1930), Simira (AUBLET 1775, LORENCE és DNYER 1988), Eizia
(STANDLEY 1940) és Plocaniophyllon (BRANDBERGEE 1914), valamint aSyringantha
(StAaNDLEY 1930) nemzetségeket csak dds helyeztéek a Hamelieae tribuszba.

A tribuszt DELPRETE (1998) 9 nemzetséggel irta ldamelia Deppea Hoffmannia
Omiltemig Pinarophyllon Eizia, Plocaniophyllon Syringantha CosmocalyXSimia nélkl).
DELPRETE €s KOEK- NOORMAN (2005) hozzaadta @hione (De CANDOLLE 1830),Colleteria
(D. W. TAYLOR 2003) ésPatima(AUBLET 1775) nemzetségeket.

ROBBRECHT €s MANEN (2006) tanulmanyaban az egynél tbbb faj altal ks
Deppea Hamelia és Hoffmannia nemzetségek monofiletikusnak bizonyult&ANNS és
BREMER (2010) atfogé molekularis analizisei javasoltakClaione és Colleteria kizaraséat a
Hamelieae tribuszbdl, és megsitették a kovetkéz morfologiai karakterek fontossagat
annak jellemzésébenzinte mindig murvalevél nélkuli viragzatok, gyakrsarga vagy sargas
viragok, maghéj szemcsés (granulate) vagy gumdaei¢ulate) jellege (MNNS és BREMER
2010).

A Deppeanemzetséget &zor GHIAMISSO €s EHLECHTENDAL (1830) irtak le, majd
LORENCE és DwYER (1988) makromorfologiai vizsgalatok alapjan pullikk annak
taxonomigjat. Egy braziSchenckia(SCHUMANN 1889), egy mexikoEdithea (STANDLEY
1933), egyOmiltemia(O. scotj KIRKBRIDE 1984) és a panamBlaeagia myrianthg TAYLOR
és HhMMER 1993) fajt is SANDLEY egyesitette a génuszban. Ezt a tagabb értelendien v
Deppea nemzetséget mikromorfologiai karakterek alapjamablipn polifiletikuskent

ertelmezik (BORHIDI és mts. 2004a). Ennek megféleh, két U nemzetség kerllt leirasra:
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Bellizinca (BORHIDI é€s mts. 2004a) terminalis vagy pszeudoaxillarisgdeiragzattal,
levélszeti csészelevelekkel, ésalaku partaval, parta tovén ebeldosszu porzokkal, amelyek
alul gyiirivé forrtak, harom osztatid maghéazzal és lencse ama#gokkal, ésCsapodya
(BORHIDI és mts. 2004a) nagy, s forrt partaju viragokkal, ellaposodott porzéskahl,
amelyek a partaéskozepe folétt erednek, aluligin szrozétt bibeszallal, négy osztatu
diszkusszal, apikalis felnyilasu terméssel valamirélistdl (semiorbicularis) a moniliformig
eléforduld magokkal. AzEdithea-tGjra génusz szintre emeltékrT@\DLEY &ltal megadott
karakterek alapjan: gyertyatartdo alaki parta, ssgiée peltatus porzok, amelyek a parta
torkabdl erednek (BRHIDI és mts. 2004a).

A szikebb értelemben veeppeafajok morfologiai vizsgalata soran szignifikans
hernandezii D. foliosa D. anisophylla D. tubeana D. tenuiflord henger vagy hosszukas
alaki hypanthiummal, 2-4-szer hosszabb mint szé&esésekkel, amelyeken 8irén
rendezett hossziranyu erezettség figyélhaeg, hosszukas-egyenes placentaval, és apikalis
vagy septicid termésfelnyilassal, egy Uj génuszblgelatek at, amely ®eppeopsisnevet
kapta (BORHIDI €s SRANCZINGER 2012).

Az Omiltemiagénuszt $ANDLEY 1918-ban irta le, mint monotipikus nemzetséget,
majd MORTON (1968) hozzaadta l&ohleria filisepalat a Gesneriaceae csaladboIRKBRIDE
(1984b) belevette agditheat, amit BROHIDI és mts. (2004b) vizsgaltak felll és javasoltak
annak kivételét, valamint leirtak egy 0j génusBsaudomilteid a P. filisepalara alapozva,
amelyre jelleméek a rovid, parta torkabol er@dporzoszalak, toktermés kiemelked
hossziranyla vagy korkoros bordakkal, inkdbb apikaliagy lokulicid, mint szepticid
felnyilassal. Ezzel szemben @miltemiat a hosszu lapitott porzészalak jellemzik, amelgek
parta aljabdél erednek, valamint a csucsi részektkds bordak nélkili hosszukas termések,
elészor apikalis majd egészen a toktermés aljaig saé&pticid hasadassal dBHIDI €s mts.
2004b). Nemrégiben egy dgseudomiltemiafajt is leirtak, aP. davidsonit (MARTINEZ-
CAMILO és mts. 2011).

A Renistipula(BoRHIDI €s mts. 2004c) taxonOmiaja is bizonytalan. A gérhaom
fajat STANDLEY és SEYERMARK (1940) irta le mint &ondeletia(LINNAEI 1753) nemzetség
tagjait. Késbb az Arachnothryxbe (RANCHON 1849) lettek athelyezve a faucialistgy
nélkuli négy osztata parta és szepticid felnyildsimések alapjan (BrHIDI 1982).
Renistipulanéven, 0j génuszkéntd®HIDI €s mts. (2004c) mutattak be Amchnothryxfajok
elkilonitésével, a kovetkézmorfologiai karakterek alapjan: nyeles, kor vagse alaku,

borszeti palhalevelek, konvex, két osztatd maghaz, apikahsjd szepticid felnyilasu
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toktermés. bRENCE (2005) elhamarkodottnak talalta a fajok athelyér@s jelezte, hogy az
0j génusz elkilonitése megképelezhed, igy tovabbi molekularis megkdzelités
vizsgalatokat javasolt azArachnotryx €és Renistipula nemzetségek filogenetikai
kapcsolatainak feltarasahoz.

Mindent egybevetve az evollcios kapcsolatok a Hmmel tribuszban még mindig
megoldatlanok (MNNS és BReEMER 2010).

2.4. A vizsgalt DNS szakaszok

2.4.1. Az ITS (Internal Transcribed Spacer) szekveriak jellemzdi

A 18S, 5,8S és 25S citoplazmatikus riboszémalis Rpdgjét kddoldé DNS (rDNS)
jelenti az egyik & ismétbdo, ismert funkcioju szekvencia csaladot az eukarggaomban.
Az rDNS-gének tandem elrendei2sben talalhaték, egy vagy néhany csoportosulasban
Novényekben az rDNS-eket kddold egységek hosszkildlBazistol 18,5 kilobazisig terjed,
ismétbds tagszamuk pedig 600-t6l 8500 darabig. Mindegyikség a 18S, 5,8S és 25S
RNS-t kddol6 részlil és az egységeket szétvalasztd, un. intergenikuS-8rakaszbdl all
(LoNnG és Dawip 1980). Ezek az intergenikus DNS szakaszok kogptter szekvenciak az
ITS (internal transcribed spacer) szekvencidk, gekeklegend kiloénbséget biztositanak
akar kozeli rokonséagi korbe tartozé fajok elkllésére is. A DNS-ben elfoglalt helyilket az
1. 4bra mutatja.

Az atirodé egységek konzervaldédasaval ellentétbenismétbdéseket elvalaszto
intergenikus szekvenciak igen vaéltozatosaloNt és DawiD 1980). Az intergenikus
részekben talalhaté kisebb hosszlUsagu alegységekragy sokszorozdédnak meg vagy
szenvednek deléciot. Az intergenikus isieddisek gyors fejidése szarmazastani
vizsgalatokhoz, illetve novényi fajok megkulonbdesghez nyujt pétolhatatlan lebeéget
(MAY és APPELS 1988, 3GHAI-MAROOF és mts. 1984). A repetitiv szekvenciak kilorib6z
fejlédési iranya és sebessége, valamint a géngdelapen konzervalddott szekvenciaja, de

egyszersmind kulonbdzszerveddése teszi lehété a fajok egymastol vald elvalasztasat.
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1.4bra: az ITS réqio felépitése

2.4.2. A KloroplaszttrnL-F régio felépitése

A kloroplaszt DNS szekvencidkat manapsag széléskdalkalmazzak a fajok kdzotti
rokonsagi kapcsolatok vizsgélatara, viszont azsalag evollciés rataja miatt fajon beldli
szinten hasznélatadsen korlatozott.

A kloroplaszt DNStrnT-F régidja a transzfer RNS geneéklall (trnTugy, trnlyaa €S
trnFga9, amelyek tandem elrendezésben vannak jelen ékoealo regiok valasztjak éket
egymastol. IrAnyultsagat tekintve, hozzélegesen 8 kilobazisnyira talalhaté el génbl.

A trnL-F régié magaba foglaljatanL inront és arnL-F spacer-t. A konzervaléddiin gének
sorrendje és a gén atrenddeseknek a nyilvanvalé hianyataT-F régidt az univerzalis
primer tervezeés potencialis alanyava tetteBERLET €s mts. 1991, IRE és mts. 2007).

A nem kodol6 régidban jatszédnak le a legnagyobkviEnciaju mutaciok, tehat ezen

szekvenciak amplifikaciéja és direkt szekvenalasagitséget nydjt az evollciés

tanulmanyokhoz és intraspecifikus genetikai matkemonositasahoz.

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

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

3. 1. DNS izolalas

A total DNS tisztitast MEXU (Herbarium of Universid Nacional Autbnoma de
México) herbariumbol szarmazo levél anyagbol vdgezt(3. abra). A mintak
homogenizaladsa folyékony ;Nelenlétében tortént. A DNS kivonashoz és tisztibas
Zenamene 40 novényi szovet DNS tisztitd kit-et (Zenon Bidt.K Szeged) hasznaltunk,
kbvetve a gyarto leirasat. A homogenizalt névéagivetet 50Qul NA és 5ul NB oldatban
szuszpendaltuk. A feltaras utan @ONC oldatot adtunk hozza és a mintat vortexeltiljd
15 percig 68C-on inkubaltuk. A feltart szovetet jégre tettiik 50 ul ND oldatot adtunk
hozz&. A j6l megkevert és 15 percig jégen allniyimdigmintakat 5 percig centrifugaltuk.
ZG* oszlopra pipettaztunk 838 NF oldatot, ehhez adtuk a centrifugalas uténiléaz6bél
500 ul-t, és dsszekevertik, majd 1 percig centrifugaliikcssbol a folyadékot ismételten
eltavolitottuk, és az oszlopot visszahelyeztiik immyag cébe. A ZG'" oszlopra 75Q M
oldatot pipettaztunk, és ismét 1 percig centrifugal A cHbol a folyadékot eltavolitottuk, és
az oszlopot visszahelyeztik d@iamyag cébe. Az ebz6 két Iépést megismételtik, és 1 percig
centrifugaltunk. Az oszlopot tiszta 2,0 ml-e$los helyeztik, az oszlopra pipettaztunk 200
65—70°C-os E oldatot. 5 percig 65—-70°C-on allniyiaky, utdna 1 percig centrifugaltuk.

A DNS mennyiségét és miaégét spektrofotometridsan, Nano Drop ND-1000

spektrofotométerrel (Thermo Scientific, US) elientiik.

-@éfru Sl O Ces R n
M bl Lﬂ’n?t,’ J, reluetento
wriee |, L

Yy

3. abra: Deppea guerrerensiserbariumi levele

3.2. Agardz gélelektroforézis
Az agar6z a 3,6 anhidro D- galakt6z és az L- gélalinearis polimere. Agaroz
gélben egy lineéaris duplex DNS molekula vandorkiediessége (elektroforetikus mobilitasa)

forditottan aranyos a molekula tdmegének logaritmas Kozel semleges pH értek
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oldatban a DNS molekula negativ toltéssel renddtkégy elektromos éitérben a pozitiv
polus felé fog vandorolni. Ha az oldatban tobbfidezetétél DNS molekula talalhat6, azok
a gélben szétvalnak elektroforetikus mobilitAsukbkbisége szerint. A DNS fragmentek a
gélben csak akkor lathatok, ha etidium-bromid ka&lo festéket alkalmazunk, és a geélt
ultraibolya fénnyel meguvilagitjuk. A DNS 260 nm,bazisok k6zé ékétott fluoreszcens
festék 300 nm illetve 360 nm hullamhossznal rereigkk elnyelési maximummal. A festék
gerjesztés hatdsara a lathaté tartomanyban badgdtyk (590 nm, narancspiros).

Vizsgalatainkhoz az 1%-o0s agar6z gélt 1g porég#rdéz és 100 ml 0,5x TBE puffer
felhasznalasaval készitettiik, melyet 5x TBE puffe(tb4g TRIS; 27,59 borsav; 20 ml 0,5M
EDTA (pH:8); 1000 ml-re kiegészitve bidesztillalizzel) higitottunk ki. A DNS mintakat
felvitel eldtt 5x STOP oldattal kezeltik (2g ficoll; 10 ml 0,5EDTA (pH:8); 10-40mg
brémfenolkék; 20 ml-re kiegészitve kétszeresen tdiddizvizzel), mely a futtatasi frontot
jelezte az elektroforézis soran. A STOP pufferbéw Ificoll teszi diriivé az oldatot,
amelynek koszonhétn a mintat a gél-zsebbe pipettdzva a zseb akgidlyed, és nem
keveredik a futtato pufferrel (4. abra).

4. abra: Deppeafajok ITS régidjanak futtatasabol szarmazo gél fot
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3.3. DNS szakaszok felszaporitasa

A vizsgalt DNS szakaszok felszaporitasa PTC-200rmbE Cycler (MJ Research,
US) készulékkel tortént. A reakcioelegy veégtérfag@Bul volt, amely a kovetkéket
tartalmazta: 2,3ul DeamTaq puffer, 0.5 mM dNTP mix, 1.0 mM a primerekp 0.5 pg
templat DNS , 1 U Dream T&4 DNS Polimeraz (Thermo Scientific, US). Az ITS mégi
felszaporitasa ITS4 és ITS5 primerekkelH¢ és mtsi.,1990) , a nem kddol6 kloroplaszt
régié frnL 5' éstrnF exon kozott) "C" + "D" valamint "E"+ "F" primer pakkal tortént
TABERLET €s mtsi. (1991) nyoman. A primerek szekvenciailazablazatban talalhatéak

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. tAblaza:A hasznalt primerek szekvenciai

A PCR reakcié 3 perces 94°C-os denaturacioval ddikd amit 35 ciklus kdvet az
alabbi lépésekkel: 1 perc 94°C-os denaturacio,ré pe°C-os extenzid (primerek Kitése a
komplementer DNS szekvenciakhoz, annealing), 1 p&C-os elongacios szakasz. A
program tartalmaz egy 7 perces 72°C-on t@éid polimerizacios zaré szakaszt.

Az igy felszaporitott DNS mintédkat 1%-o0s, etidiumodniddal festett agar6z gélen
futattuk meg, majd GeneJET Gel Extraction Kitet €itho Scientific, US) hasznélva

tisztitottuk, kovetve a gyartd utasitasait.
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A mintak szekvenaldasa Big Dye Terminator Cycle @®eging Kit (Applied
Biosystems, US) segitségével tortént a fragmemtiskdporitasanal hasznalt primerekkel.

A nyers szekvenciak ellérzése és javitasa DNA Baser programmal tortéréal{fa).

. DNA Baserv4.110. License: Demo  Mem: - [Chromatogram editor - 1 3.1 trnlduj.ab1]

Wi [jFle £ Tesks gabxtemaltools | View | JiEdit o) Search _|Samples [yjChromstograms Assemblygrid | ) Window @) Info _l=]x

BisitndishcC GATTAATCAGTTCTTGAAAAGATCTATCAGACTATGGAGTGAATCGTTTGATCAATGAATATTCGATTCTTTCTTCAATGTGGAATCT
Ruler (x10) 10 n 2 B i 1 " 7 1&

+ Il
Manusl sequence cleaning .
[] Use rainbou colots [] Highiight low quaity
OP'E" @N«m sk 2= trusted ks viritisstesd Dpen tput.
sk es s || M= entisret || ] Keep cursor on canter
e

EnnAnnnRERRRRE uu..nl.nlu.-- Tt LA LT .-i.ululn@@

[§]l

5. abra: Deppea amaranthinfl' S szekvencia kromatogram részlet a DNA Baser
programban

3.4. A szekvenciak statisztikai kiértékelése

A szekvenciak egymashoz illesztését JalView prograegitségével ClustalW
modszerrel végeztik alapértelmezett beallitasokkal manudlis szerkesztéssel. Az
alignmentek optimalizaldsa soran kialakult résdkgetp) hidnyz6 karakterként kezeltik a
végd filogenetikai analizisek soran. A kladisztikai alimiseket PAUP*4.0 szoftverrel
(SwoFrFoRD 2001) készitettik a "legnagyobb takarékossag" (Masn Parsimony, MP)
modszerét alkalmazva. Azt az evolucios fat kerestikely a lehét legkisebb szama
evollcios lépést teszi szilkségessé a leszarmazasinyok megmagyarazasahoo (NI
1997). A heurisztikus opcio kdvetkezlrendezésében kerestiik a minimalis fakat: csak a
legjobb fakat tartsa meg a program, ha tobbszordsssretett fak fordulnak &l a
véletlenszeien hozzaadott szekvencidkat 10.000-szer ismétedeecle ezeket a fakat a
legjobbra, és minden egyes lépésnél csak egyrfabtameg. A heurisztikus keresés soran a
lehetséges faknak csak egy kis részét vizsgaljuk,rancs garancia, hogy megtalaljuk az MP
fat. Azonban szamos algoritmust hasznalva novéikethnek az esélyét @Nés KUMAR
2000). TBR (Tree Bisection-Reconnection) algoritmsasrint cseréltik az agakat ugy, hogy
a MULTREES beallitast kikapcsoltuk. A TBR keresedéz ideiglenes fat egyik aganal két
alfava végjuk. Ezutan ezt a két alfat l]jra egyélsitjsszek('jtve két aggal, mind-két alfabdl

Az igy kapott filogenetikai fa pontossagat é€s megaiésagat Bootstrap
(FELSENSTEIN 1985) modszerrel teszteltik. A bootstrap egy Uinéawételezési modszer,

15



amelyben feltételezzik, hogy a mintabanélém egységre kaphatd gyakorisag eloszlas a
lehety legjobban reprezentélja az eredeti populacidbath Igyakorisagot. A bootstrap
mintakat ugy kapjuk, hogy a mintakbah-elemi visszatevéses mintavételezést sokszor
egymas utan veégrehajtjuk. Az egyes bootstrap mattéalamilyen paraméter becslésére
hasznalhatjuk fel. A valtoz6k bootstrap Ujramintale€zésével éhllitott alternativ fak
egyesitésével kapjuk meg a konszenzus fat. Mintlegagast 6sszehasonlitunk az eredeti fa
elagazasaival. Eltérés esetén az adott elagazasdegyeé esetén 1 értéket kap. Ezt 1000-
szer megismételve az igy kapott bootstrap értekafofiejezi ki, hogy milyen mértékben
egyezett az adott elagazasban a kapott filogendtkaz eredetivel (B és KUMAR 2000).

Ha a bootstrap érték magas volt (85-100%), akkcelagazés topologiajat alatamasztottnak
vettik. Alacsonyabb érték esetén az elagazas rneonyms.

A filogenetikai fa statisztikai értékelése magabgldlja a konzisztencia-indexet (ClI:
Consistency Index, KUGE és FARRIS 1969) és az Osszetartozasi-indexet (RI: Retention
Index, FARRIS 1989) is. Ezek értékei a homoplaziat mutatjdkle@génetikai fdban. A CI
minden egyes karakterre megvizsgalja, hogy a védmz szama hogyan aranylik az
elméletileg elképzelhétminimumhoz. Az adott faban a j-edik karakggvaltozast mutat,
holott az adatokra felirhaté egy olyan fa is, arbety a minimalis szaminj valtozas
kovetkezik be, akkor &lj = mj/sj hanyados fejezi ki a keresett aranyt. Ha a faban a
lehetséges minimum forduléebkkor Cl=1, azaz a karakter nem utal homoplazi@ta 0,5
esetén kétszer annyi valtozas kovetkezett be, ammnnyire minimalisan sziukség van. A
retention index figyelembe veszi a lehetséges rattok maximalis szamat islj) Rlj = M; -
sj/Mj — mj ahol a j-edik karaktesj valtozast mutat, holott az adatokra felirhato elypm fa
is, amelyben a minimalis szanmij valtozas kovetkezik be. Ertéke annal magasabbélmin
kevesebb a homoplazia részesedése a szinaponkidiakulasaban. Ha egyaltalan nincs
homoplazia, akkomRlj = 1. Ha az 0sszes szUnapomorfiat homoplazia okd?lja= 0
(PoDANI 1997).

A Bayesian analizist MrBayes @RQuIST €s HJELSENBECK 2003) programmal
Markov chain Monte Carlo (B/MCMC) modszert alkalmazvégeztik. A Bayes modszer
azokat a torzsfakat keresi, amelyek maximalizéjain torzsfak valdsziseget, amelyek az
adatokat és az evoluciés modellt adtak. Az optisndodell az lesz, amely maximalizalja az
utdlagos valosziiséget. A megfelél szubsztiticios modellt ModelTest 3.708ADA és
CRANDALL 1998) szoftverrel valasztottuk ki. A legjobbaredtked modellek kivalasztasa
az AIC altalanositott kritérium alapjan tortént KgAke 1974). Két fuggetlen futtatast

veégeztink 6 parhuzamos lanccal, amelyeket 1 mig@neracioig futtattunk, minden
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szazadikat mintazva. Az élgeneracio 25%-at burn-innek tekintve eldobtuk, drejpost-
burn-in f4kbol meghataroztuk a tobbségi konszertpussfat. Az ITS szekvenciakhoz a
GTR+I+G modell (general time-reversible= altaldnakivel visszaalakuldé sztochasztikus
modell) atrnL-F szekvencidkhoz pedig a GTR+I modell illett a lddgan. A poszterior

valosziriség (PP) értékét 95% felett tekintettliksamn tAmogatottnak.
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4. EREDMENYEK

Az ITS szekvenciak illesztésélb kapott alignmentet vizsgalva kiderul, hogy a
szekvenciak kozotti doditkilonbségek - mint ahogy az varhato is volt - aikéergenikus
szakaszra (ITS1 és ITS2) korlatozadik (6. és 7a)abr

Cosmibusna 316
Hilliapara 316
Deppecpsis 314
Deppeopsis 314
Deppecpsis 314
Eellizinca 315
Czapodyasp 316
Czapodyach 316
Editheacax 315
Editheashi 315
Deppeaamar 317
Deppeasryt 315
Deppeagran 315
Deppealneq 315
Deppeamicr 315
Deppeachbtu 315
Deppeapurp 315
Deppeapurp 315
Deppearubr 315
Deppeablum 315
Pseudomilt 314
Omiltemial 314
Renistipul 314
Plocanioph 314
Ssyringanth 315
Hameliapat 315
Hameliapap 315
Hoffmannia 315
Hoffmannia 315
Hoffmannia 315
Hoffmannia A LA, AAG A ' 315
TTEETCT GAATT GCAGAAT CCCET GAACCATCGAGT TTTGAACGCAAGT TGCGCCCEAAGCCAT TAGGCCAGGECACGTCTECC
s P 7 SO OR P sz s vz
6. abra: A konzervalddott 5.8rDNS és az atirédé de nenokddlr'S2 régid
. 7
alignment reszlete
Cosmibuena T 415
Hilliapara o] 421
Deppeopsis T 413
Deppecopsis T 413
Deppeopsis o 413
Bellizinca C 414
Csapodyasp o 415
Czapodyach T o 415
Editheacax T c 414
Editheashi T i 414
Deppeaamar T T 416
Deppeasryt T T 414
Deppeagran T T 414
Deppeainesq T T 414
Deppeamicr T c o o414
Deppeacbhbtu T T @ 414
Deppeapurp T o 414
Deppeapurp T o 414
Deppearubr T - 414
Deppeablum T T 414
Pseudomilt T C 412
Omiltemial T c 413
Renistipul T C 413
Plocanioph T i 413
syringanth T T 414
Hameliapat T T 414
Hameliapap T T 414
Hoffmannia T c 414
Hoffmannia I T ] 413
Hoffmannia T T c 414
Hoffmannia ST GO c 414

e G LT E E C A Cle E [ T E C CC E
TGEECGTCACGCATCGeGToGCCacCCe aCAe  GTGC GEGTGACGEATTTGGCCTCOCTGee go aGGeGlGECGECeTAAATgCCAGTCCTCGE

7. abra: Az ITS2 régio alignment részlete

A trnL-F régional is megfigyelhetjik a taxon szekvencidlokbiségeit és lathatjuk,
hogy azok nemzetség szinten mar szemmel lathaséeladlnak egymastél (8. abra).
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Cosmibusna :
Hilliapara :
Editheasch :
Editheaque :
Editheacax :
EBellizinca :
Csapodyasp :
Deppeaamar
Deppeasryt :
Deppeagran
Deppeamicr :
Deppeacbtu :
Deppeapurp :
Deppeapurp :
Deppearubr
Deppeablum :
Deppeacorn :
Deppecpsis :
Deppeopsis :
Pseudomilt :
Omiltemial :
Renistipul :
Plocanioph
syringanth :
Pinarophyl :
Hameliapat :
Hameliapap :
Hameliaxor :
Hoffmannia :
Hoffmannia :

404
411
403
403
403
403
404
404
403
403
404
403
404
404
403
404
404
414
410
410
410
401
417
403
410
403
403
403
410
410

8. abra: A trnL-F régio alignment részlete

Az ITS éstrnL-F régidok szekvencia adataitbekor egymastol figgetlenll analizaltuk
mind MP, mind pedig Bayesian mddszerrel. Az igy dtafék topoldgidja €s adfagak
tamogatottsaga megegyezett. Ellentmondas @&errtamogatott csoportok kdzétt nem volt
megfigyelhed ezért a két adathalmazt egyesitettik egy kombiaadlizishez. Az MP

modszerrel készitett analizis statisztikai adat&it tablazat tartalmazza.

Adathalmaz ITS trnL-F  Kombindlt ITS/trnL-F
Alignment matrix hossza (bp) 495 734 1229
Valtoz6 karakterek 115 76 183
infsr";‘;saﬂyfgri::ﬂfgek 59 (11.9 %) 24 (3.3 %) 83 (6.8 %)
Konzisztencia index (Cl) 0.8132 0.8529 0.7774
Retencids (6sszetartozasi) index (| 0.8794 0.8780 0.8607

2. tablazat MP moddszerrel készitett statisztikak adatai

A kombinalt analizissel kapott konszenzus torza#d6. 4bra mutatja a bootstrap (BS)
€s utodlagos valosziségi (posterior probabilities, PP) értékeketifetetve. A torzsfan harom

erdsen tdmogatott monofiletikus leszarmazasu kladrithet el. Az el$ klad (1,00/98) a
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Hamelia, amely tartalmazza Syringanthaés Hamelia nemzetségeket. A harom vizsgalt
Hamelia faj a kladon belll ésen tamogatott csoportot képvisel (1,00/97). A rdékso
kladdban talalhatok ®eppeataxonok (Deppea klad), amelyeDappea Bellizinca Edithea
eésCsapodyanemzetsegeki gyjtott fajok alkotnak. A Deppea kladon belll harosogort
kulondl el ebs tamogatas mellet€sapodyg1,00/100), &eppea microphyll@sD. purpusii
fajok alkotta csoport (0,99/95), valamint az Edi&thesoport (0,97/64). Hasonldképpen a
harmadik nagy kladon belll is alcsoportok valnaktsDeppeopsis Pseudomiltemia
Hoffmannia Plocaniophyllon Omiltemia és Renistipula nemzetségek szerint. Erdekes
modon aHoffmannia monofiletikus leszarmazasa csak gyengén tamog@ot/65). A
Deppeopsis foliosaés D. tubaeanaerssen tamogatott csoportot alkotnak (1,00/97). A
Pinarophyllon bullatumis es tamogatast kap (0,98/78), mint a Hoffmannia kigstveér

csoportja.
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Cosmibuena valerioi

1.00

1. klad

Hillia triflora

Syringantha coulteri

Hamelia xorullensis
1.00

97 059 Hamelia patens
65

— Bellizinca scoti

Deppea amaranthina

— Deppea grandiflora

Deppea inaequalis

— Deppea rubrinervis

Deppea blumenaviensis

1.00

Deppea cornifolia
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Deppeopsis hernandezii
Pseudomiltemia filisepala
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Hoffmannia culminicola
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o5 Hoffmannia oaxacensis
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—— Hoffmannia sp.

Plocaniophylion flavum

100 Deppeopsis foliosa

97

Deppeopsis tubaeana

—— Omiltemia longipes

0.73

Renistipula costaricensis

6. abra: a kombinalt analizishh szarmazd konszenzus filogenetikai torzsfa

Hamelia papillosa
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5. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

5.1. A Hamelieae tribusz é leszarmazasi kapcsolatai

Vizsgalatunk & célja az volt, hogy rekonstrualni tudjuk a Hamadietribusz
torzsfejbdéset, megallapitsuk annak filogenetikai kapcsiblésamonofiletikus jellegét.

A kombinalt analizisbl szarmazé filogenetikai torzsfa alapjan (6.abrakieéris ITS
régio és cptrnL-F szekvencia adatokbdl) harond feszarmazasi agat kilonithetiink el:
Hamelieae klad, Deppea klad és Hoffmannia klad. dogyen kladokat allapitotta meg
MANNS és BReMER (2010), de jelen tanulmany az &lsami pontosan meghatarozza a
nemrégiben leirt Hamelieae nemzetségek pontosefileiikai poziciojat. Ezen kivil az alapi
elagazésok is ésen tdmogatottak, ami a fokozott mintavételnek agg/va Cosmocalyx
nemzetseég kizarasanak koszovheh Cosmocalyxfilogenetikai kapcsolatai még mindig
megoldasra varnak.

A Hamelieae klad két jol elkilontilcsoportot tartalmaz, amelyeket pentamer viradgok
jellemeznek. A monotipikus mexikdbyringanthanemzetséget tokterméssel és szarnyas
magokkal, valamint a neotropuldiamelia nemzetséget,amelyet hisos bogyoétermésekkel és
szarny néelkili magokkal irhatunk le. Az utdbbi génikét szekciora valik széHamelia
szekcidra, csoves viragokkal (8 faj) Asphituba(ELIAS 1976) szekcidra, tblcsétta harang
alakuig valtozé viragokkal. A klad bélsszerkezete azonban nem tdmogatja a két szekcid
létezését. A korabban dbDoweLL (1996) altal javasoltSyringantha belefoglalasa a
Hamelieae-ba tamogatast nyert.

A Deppea klad tartalmazza a tagan értelmdzeftpearészeit, kivéve ®eppeopsig,
amely a harmadik kladba keriilt. A Deppea kladdegetik a tetramer virdgok, subapikalis,
korkoros, szklerenchimatikus kotetpktermések, apikalis felnyilassal. Analizisiinknneolt
képes megfejteni a filogenetikai kapcsolatokat 2wk k6zott, ahogy MNNS és BREMER
(2010) analizise sem, amely kevesebb Deppea faplrtezott. Mindazonaltal jeletd
eredmeény az, hogy haromseen tdmogatott monofiletikus csopo@ts@podyaspp.,Edithea
spp.,Deppea microphyll@gsDeppea purpusjifedezhei fel a kladon bell.

A torzsfa harmadik kladja a legvaltozatosabb, 7yv8gemzetséget foglal magaba:
Pinarophyllon Deppeopsis PseudomiltemiaHoffmannia Plocaniophyllon Omiltemia és
Renistipula A PlocaniophyllonésPinarophyllonbeleszamitasa a Hamelieae tribuszibaear
tamogatott, mint ahogy MiNS és BREMER (2010) tanulményaban is. Mindkét analizisben a

Pinarophyllon az  6sszes tobbi taxonnak Hdffmannia  Plocaniophyllon
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OmiltemidPseudomiltemipa testvér kladjaként van jelen, viszont a kladmhili k6zos

morfoldgiai karakterek meg feltarasra varnak.

5.2. A Hamelieae tribusz nemzetség szinértekelése

A Hamelieae tribusz evollucios kapcsolatainak megge] lehdivé teszi annak
taxondmiai Ujragondolasat. Azonban azt is figyelerkéll venni, hogy a harom kladon beldli
filogenetikus kapcsolatok még bizonytalanok.

A Deppea kladon belul @sapodygol tamogatott szubkladot alkot, abban az esetben,
ha tébb mint egy fajt vesziink bele az analizistient&tben M\NNS és BREMER 2010-es
tanulmanyéaval. Egyrésdrfontos ramutatni, hogy €sapodya splendenss C. challengeri
szemmel lathatéan is két kilon faj, mint ahogy BziRHIDI €s REGESGRACIA (2007)
javasoltdk és nem pedig szinonimai egymasnak, ahagyorReNCE (2012) vélte. Ezeket a
fajokat jellemzik a tolcsérré forrt partaju viragak partacs kozepe felett erédellaposodott
porzészala porzok, az alulirsin s#rozétt bibeszal, a négy osztatu diszkusz, az dpikal
felnyilasu termés és az ovalistél (semiorbiculariés)moniliformig ebforduldé magok
(BORHIDI €s mts. 2004a).

A Deppea kladon belil az Edithea szubklad harom faglal magaba (E.
guerrerensis E. oaxancanaE. schibli), monofiletikussdga tdmogatott. A tAmogatottsagi
értékek (0,97/64) ellentmondasosak, ezért csak aagtipssaggal alkalmazhatéakEdithea
fajok nemzetség szifntelhatarolasahoz. AEditheafajokra jellem#ek a nagy és sok viragu
kettosbog viragzatok, ésvagy gyertya alaku viragokkal, parta torkaba fibrzok valamint
a csticsan dombort maghaodiipl és mts. 2004a). Erdekes modoBeppea microphylla
ésD. purpusiiis jol tAmogatott monofiletikus egységet képvis&lnA D. purpurascensl
egyutt ezeknek a fajoknak kicsi, kevés viragu, lleéalji forgoviragzatuk van. A porzok a
parta aljahoz kozel erednek, a maghaz csucsa |&gpoek a haronbDeppeafajnak kozos
ismertetjegye azEditheafajokkal és aDeppea erythroryzaal egyltt a piros festékanyag
eloéforduldsa a kéreg alatti és fas szovetekben. AitDebpeataxon és a8ellizinca scotiegy
politomikus egységet alkotnak. Az ide tartozO Isppeafajnak ©. amaranthina D.
grandiflora, D. inaequalis D. rubrinervis D. blumenaviens)skdz6s bélyege a terminalis
vagy pszeudo-axillaris, keégbogas, sok viragu satorviragzat, mig Bellizinca
forgbvirdgzattal jellemezhé&t(BorHIDI és mts. 2004a). A piros festékanyag szemmel [@that
hianya a kéreg alatti szovetekben mind a hét taxlokiizos tulajdonsadg. Ahhoz, hogy
megkapjuk ennek a jelenségnek a magyarazatat &g, hegfejtsik aDeppea fajok

filogenetikai kapcsolatait, tovabbi analizisek s#esek, amelyeknek alapja a megheés
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sok mintavétel. Ezen analizisek talan segithetnéksapodya Edithea és a monotipikus
Bellizinca pontos elhelyezésében, mivel jelen filogenetikakonstrukcié nem elég
informativ, hogy megoldja ezen bizonytalansagokat.

A Hoffmannia kladba tartozdeppeopsis(BORHIDI és SRANCZINGER 2012) két
egysegre valik széD. hernandezii{a génusz tipusfaja) harom tagu levelekkel, ramé
virdgzatokkal, nagy virdgokkal és termésekkel, watd az ebsen tamogatotD. foliosaés
D. tubaeanacsoport, amelyre az ellentétesen allé levelelgrgdviragzat, a kis virdgok és
termések jellemizek. Jelen adatok d@eppeopsismonofiletikussagat nem tamogatjak,
taxonomiai elkllonitéséhez tovabbi vizsgalatok ségkesek. Mindazonaltal eredményeink
ergsen tAmogatjak Beppeopsigaxonok kivételét a tAgan értelmezedppeanemzetségh,
ellentétben DRENCE és DwyeErR (1988) tanulmanyaval, amelyben @eppeat
monofiletikusként irtak le. MNNS és BREMER (2010) atfogé molekularis tanulmanya
latszolag tamogatja Beppeamonofiletikus eredetét, azonban ez vald§leig a korlatozott
mintavételezésnek tulajdonithatdé. Ahogy azt a skeriz jelezték, analizisik az egész
Cinchonoideae alcsaladra fokuszalt és nem arra; hmgallapitsak a nemzetségeken beldli
leszarmazasi kapcsolatokat, igy nem elemeRegkpeopsiszekvenciakat.

A Hoffmannianemzetség monofiletikus jellege a kladon belitsdayan tAmogatott.
Egyrészél ez a hianyos mintavételezés eredménye lebiety fha figyelembe vessziik, hogy
a Hoffmannia a Hamelieae tribusz legnagyobb génusza. Masiész a felfedezés
mutathatja a génusz para- vagy polifiletikus jedte@mely a jo§ben felllvizsgalatra szorul,
ahogyan azt BLPRETE€s ARDIM (2012) javasoltak. Erdemes megjegyezni, hogwie és
BREMER (2010) &ltal bemutatott filogenetikai torzsfan se&mogatott daoffmanniagénusz
monofiletikussaga. A tovabbi vizsgalatok esetébeagyon fontos, hogy minél tébb
Hoffmanniataxont vegyenek be az elemzésekbéseisban azért, hogy el lehessen donteni a
Deppeopsis Pseudomiltemia Plocaniophyllon Omiltemia és Renistipula Hoffmannia
nemzetséghez viszonyitott helyzetét.

Tanulmanyunk fontos informaciokhoz vezetett ®&enistipula nemzetség
klasszifikacigjat illeben, a génusz bevétele a Hoffmannia kladiésesr tamogatott. Ez az
informacio feltarja a génusz pontos taxondémiai kagatait. A fajok Rondeletia-ba vétele,
ahogy azt $ANDLEY (1918, 1940) javasolta, nentinik helyesnek. Ahogyan az sem
megfeleb, hogy BORHIDI (1982) azArachnothryxbéehelyezte. Ezt kbvéen BORHIDI és mts.
(2004c) elkulonitettéek d&enistipulat mindkét nemzetségt mint Uj génuszt a kovetkéz
karakterek alapjan: korong vagy vese alakitsbeli (coriaceous) palhalevelek, konvex, két

osztatl maghaz, @zor apikalis majd szepticid termésfelnyilas, eggywkét tagu magok.
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Azonban IORENCE (2005) tovabbi molekularis vizsgalatokat inditvamngtt, annak
érdekében, hogy &Renistipula megeésitést nyerjen mint a Hamelieae tribusz kilon
nemzetsége.

A harmadik klad befs agai nem nyertek elég tAmogatottsagot ahhoz, ablghessen
donteni azOmiltemiaésPseudomiltenai taxonomiai kapcsolatat. MNs €s BREMER (2010)
tanulmanydban @seudomiltemia filisepaldOmiltemia filisepalaként szerepeltetve) jol
tamogatott kladot alkot Hoffmanniataxonokkal. Jelen esetben@miltemia(O. longipesel
képviselve) gyengén tamogatott kladot formd@Renistipulaval, mig aPseudomiltemigP.
filisepalaval képviselve) politomikus elagazast mutat a kikee szinten a masik két
nemzetséggel.

Osszefoglalva, eredményeinkkBVER (1987, 2009) elgondolasaival egybevagbdak és
tamogatjak a Hamelieae tribusz medgdtesét, mint monofiletikus egységet. Viszont a
morfologiai vizsgalatok mellett tdbb hangsulyt kel fektetni a molekularis szekvencia
adatokra és a fokozott taxon mintavételezésreségytve a tribusz taxonomiai kategoriainak
Ujragondolasat.
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6. OSSZEFOGLALAS

A kombinalt morfoldgiai és filogenetikai vizsgadtellenére sincs egységes nézet a
Cinchonoideae alcsalad szekcibinak elkilonitésdumkank soran a Hamelieae tribusz Bels
tagolédasadnak megismerése érdekében két DNS szakads régid és a kloropladzhl-F
régio filogenetikai analizisét végeztik el.

Az ITS éstrnL-F régiok szekvencia adataitsekor egymastdl fuiggetlenil analizaltuk
mind MP, mind pedig Bayesian mddszerrel. Mivel disen tamogatott csoportok kozétt nem
volt kilonbség és a torzsfak hasonlitottak, ezértadatokat dsszevontuk egy kombinalt
analizishez.

A kombinalt analizissel kapott konszenzus torzsfarizsgalt taxonok harom kladba
csoportosultak (Deppea-, Hamelia- és Hoffmannid)kleredményeink alapjan bizonyitottuk
a Deppeas.l. nemzetség polifiletikus voltat és javasolmbBeppeopsisnemzetség kizarasat
abbol, amelynek Iétét morfologiai jellefkben tapasztalhato kilénbségek is alatdmasztjak.

Szikségesnek itéljuk aCsapodya és Edithea fajok taxondmiai helyzetének
Ujragondolasat. Molekularis szinten is bizonyitkttuvizsgalt kéCsapodyaaxon Csapodya
splenden®sC. challengeri)ajszinti elkilonitését.

Az eddig elfogadott nézettel ellentétben igazolazkOmiltemia és Pseudomiltemia
nemzetségek elvalasztasat.

Megeksitést nyert a korabbiakban kizarélag morfolégeiakterek alapjan vizsgalt és
elhelyezetRenistipulanemzetség Hamelieae tribuszba sorolasa.

Eredményeink tamogatjadk a Hamelieae tribusz nésiéisét, mint monofiletikus

egyseget.
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