Zarojelentés
Az OTKA K 68538 szamu
.Molekularis és morfo-taxonémiai kutatasok a Ruk&e csaladban”
cimi palyazatarol.
(2007-2012)

ELOZMENYEK

A Rubiaceae csalad a Fold negyedik legnépeseblgoaradvény csaladja tobb mint 700
nemzetséggel és tobb mint 13.000 fajjal. A kézemflié km?nyi terileti Mexikoi
Allamszovetség floraja a Fold negyedik leggazdagatmwényvilaga. Ebben a Rubiaceae a
negyedik legnagyobb nemzetség- és fajszamu csatdely még tovabbi feltarast igényel.

A csaladot mindendtt specialistak kutatjak és dotgé fel. Vilagviszonylatban
mintegy 15-20 ilyen specialista van. A témavétret Karib térség szakéjekent 2000-ben
kérte fel a mexikoi UNAM a Flora deGuerrero profe valo részvételre, miutan 1992 o6ta
vesz részt a mexikéi fléra feltarasaban. A korszeizsgalatokhoz 200t felallt egy
mikromorfologiai-molekularis team, amely kilféldi eves kutatorithelyekkel részben
egyuttmikddésben, (Goéteborg, New York) részben versenyldéssOuri, Stockholm, Texas),
végezte kutatd tevékenységét.

Ennek eredményeként sziletett meg 41 tudomanyakerkény és az Akadémiai
Kiadé gondozasaban 2006 november végén megj8ehtaceas de Méxicacimi florami
512 oldalon, spanyol nyelven 107 eredefivészi tollrajz abratablaval.

A koényv unikalis abban a tekintetben, hogy a mepig az egyetlen olyan flérdm
amely egy nagy novénycsalad feldolgozasat a 32llaagdt magaba foglald Mexikoi
Allamszovetség egész teriiletére tartalmazza, éanabbtekintetben is, hogy alapjaiban
molekuléris filogenetikai kutatdsok eredményeiradadzkodik.

A flérami elss kiadasa is részben az OTKA, valamint a Szilard ketatasi 6sztondij
tamogatasaval jelent meg.

CELKIT UZES

Az Uj kutatasi programot a K58638 szamu OTKA pafydkeretében keis ceélkitizéssel

inditottuk:

1. A mexikai flora tovabbi feltarasa klasszikus &aisi eszkdzokkel. Ezt a célt az indokolta,
hogy a florakutatds U intenziv szakaszba lépettMAxikdi Botanikai Kongresszus
(Oaxaca, 2004) elhatarozta, hogy mind a 32 szdyietdlam megkezdi a sajat terileti
flora megalapozasét édegity gyijtemeény kialakitdsat. Ennek eredményeként 2007-re
hatalmas Uj tudomanyos anyag keletkezett, ameligidlgozasara — a Rubiaceae csalad
tekintetében — a témaveédtapott felkérést.

2. A szakmai szempontbol kritikus és vitatott ndxesoportok taxonOmiai helyzetének
korszeti — mikromorfologiai és molekularis taxondémiai — ledzok kombinalt
alkalmazaséaval val¢ tisztazasa. Ezek a feladatbkdaportra oszlottak:

2.1. Molekularis kutatasok eredményeként kialakitaxonémiai csoportok morfoldgiai
jellemzése tulnyomoréest mikromorfoldgiai bizonyi&lfelkutatas alapjan.

2.2. Morfolégiai kutatdsok alapjan el nem donshetitatott taxondmiai csoportok
molekularis vizsgalatokkal torténmegeésitése vagy elvetése, esetleg Uj taxonOmiasi
egységek molekularis vizsgalatokkal val6 felfedezés

BEVEZETES

A Deppea nemzetség a Rubiaceae csalad Hamelieae tribusadbaik és ma mintegy 25
fajat ismerjik, amelyek mindegyike Mexikbban és zpbmnsszédos Guatemaldban él. A
nemzetséget Chamisso és Schlechtendahl irtak l@-d&38 LORENCE €s DVYER 1988-ban
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erdltetetten integracios szelldmmunka kiterjesztette a nemzetség diagndzisanatteere
hatérait, és ide vonta a brazili&henckia (K. SCHUMANN, 1889), és a mexikdkdithea
(StanDLEY 1933) genuszt, tovabba ed@miltemia fajt és egy bizonytalan szarmazasu
panamai novényt. Borhidi a Rubiaceae csalad mexikdlad mongrafidja részére (2006)
munkatarsaival, Darok Judit, Kocsis Mariann, Steamger Szilvia és Kaposvari Ferenc
kozremikodésével revidedlta a korabbi monogréafiat (20043, elektronmikroszkopos
vizsgalatok segitségével addig ismeretlen mikroologiai tulajdonsagok feltarasaval
bizonyitotta a kiterjesztett értelitDeppea nemzetség polifiletikus voltat. Visszaallitottdk a
Edithea nemzetséget és két Uj ndvénynemzetséget irtad liginca €ésCsapodya néven.

Az Uj taxondmiai egységek szétvalasztasara az iasdduattitikai kulcsot dolgoztak ki:

1 a A parta kerék alaku, csove sokkal rovidebbrgéknal.................... Deppea
1 b A pérta hosszu cstivtobbszorosen hosszabb a cimpéknal.......................... 2
2 a A csészecimpak haroms#él vagy landzsasak 1-2 mm hosszuak,

porzoszal nincs, a porzok a parta torkaban Ulnek......................Edithea
2 b A csészecimpak levélsiek, 8—25 mm hosszuak a porzdszalak

hosszlak, a partackdzepén vagy aljan erednek.............c.coovviiiinnnn. 3
3 a A viragzat felalld, a csészecimpak paronkeériibzk, zoldek,

a porzok a parta tovén erednek..........cooooii i Bélica
3 b A viragzat lecslrg csészecimpak szinesek, egyformak, a porzok

a partacs kozepe folott erednek..........cocovviiiiiiiii i Csapodya

A viragrészek fontosabb kilonbségeit az alabbétédil mutatja be:

Tulajdonséagok Deppea Edithea Bellizinca Csapodya
Fajok szama 23 2 1 3
Csészecimpak 0.2-7 mm zold 0,8-2 mm zold 8-18 mm zold 15-25 mm piros
Pérta alakja kerék v. tolcsér gyertyatartd csbves csoves
Pértacs6 hossza 0,4-8 mm 10-35 mm 14-26 mm 50-55 mm
cimpék hossza 2.5-14 mm 1,54,5 mm 9-15mm 8-14 mm
csé/cimpa arény 0,1-1.2 8-15 1,825 4-7
Porzé6szé hengeres szalagszer( hengeres szalagszer(i
hossza 0,5-6 mm 2.5-6 mm 15-22 mm 15-22 mm
helye pértatorok péartatorok alatt péartacsé tévén péartacsé kézepén
Portok kidllo bezart bezart bezart
Bibeszd kopasz kopasz kopasz sz6rs
Diszkusz gytirtis dombor 2-osztatl 4-osztatd
Maghéz belseje sz6ros sz06ros kopasz kopasz
Mag megnyult lencsealaki lencsealak( kifli alakd
beizestlése szubcentralis centralis centrélis laterdlis
hosszanti sejtfal keresztben vastagodott tompan goédorkés tompéan hullamos mélyen godorkés
vizszintes sejtfal tompan godorkés siriin gédorkés és vonalas hél6zatos hél6zatos

Stranczinger és munkatarsai (2010) filogenetikasgélatokkal aldtdmasztottak a Deppea
komplex polifiletikus voltat, ravilagitottak tobkajf (Deppea tubaeana, D. hernandezii, D.
foliosa) bizonytalan taxondomiai helyzetére. Morfologiaiambkon tovabb elemezték a
kérdéses novénycsoportot, €s egy Uj nemzetségdt l@tDeppeopsis néven (Borhidi &
Stranczinger 2012).

A jelen tanulmény célja, hogy a molekularis szicidk segitségével eldontsik, hogy
az 1988-as makromorfologiai, vagy a 2004-es madsanikromorfologiai tanulmany fejezi-e



ki helyesen a szarmazasi kapcsolatokat. A vizdgglatont Deppea-komplexDéppea,
Edithea, Bellizinca, Csapodya) mellé vettik még a Hamelieae tribusz 5 nemzetségé
(Hamelia, Omiltemia, Pseudomiltemia, Hoffmannia, Renistipula), valamint a Rubiaceae
csalad két rendszertanilag tavolabb allé tribuskama Cinchonoideae tribusznak 4
nemzetségeét Goutaportla, Lorencea, Hintonia, Ceratopyxis, Claramosa), valamint a
Rondeletieae tribusz 4 nemzetségdRonfeletia, Roigella, Rogiera, Rovaeanthus,
Suberanthus) tobb fajjal.

ANYAG ES MODSZER

DNS izolélas

A total DNS tisztitast FCME (Mexican Herbarium edllHerbario De La Facultad De Ciencias)
herbariumbdl szarmazo levél anyagbol végeztilkafarat). A mintak feltarasa Disruptor Genie
(Scientific Industries, US.) homogenizatorral 0.Bivas Gveggyongyok jelenlétében tortént. A
DNS kivonashoz és tisztitdshoz Zgame 40 ndveényi szovet DNS tisztito kitet (Zenon Bid.Kf
Szeged) hasznaltunk, kdvetve a gyarto leirasatizégalt DNS szakaszokr(L-F kloroplaszt
intron és ITS nuklearis DNS) felszaporitasa PTC-Z@dientCycler (MJ Research, INC.)
készulékben tortént. Az ITSzakasz amplifikalasa ITS4 és ITS5 primerrel, migha-F régioé
felszaporitasa két részletben (,c”, ,d”, ,e” és ftimerekkel) tortént PTC-200 thermal cycler
(MJ Research, US) késziilékben.

A PCR reakciéban résztue\elegy végtérfogata 23 pl volt, amely 0,5 pg DN@pktot, 1,0
mM primert, 2,3 pl Dream Ta puffert, 0,5 mM dNTP mixet, 1 U Dream T&gpolimerazt
(Thermo Scientific, US.) tartalmazott. A PCR raékegy 3 perces 94°C-os kezdeti
denaturacioval indult, amelyet 35 ciklus kovetett @abbi lépésekkel: 1 perces 94°C-os
denaturaciés szakasz, 1 perces 50°C-0s extenzid pisces 72°C-0s elongaciés szakasz. A
program 7 perces 72°C-on torémtopolimerizacioval zarult. A mintakat 1%-os, atdi
bromiddal festett gélen futtattuk, amelynek eredyeéegy-egy megkozebieg 700 bp hosszu
trnLF és ITS fragment lett. A gélképeket UVP BioDocvitleokameraval felszerelt rendszer
segitségével fotdztuk és taroltuk. Az amplifikAICR termékek tisztitasat a szekvenalasi
reakciohoz ZenoGene 40 PCR/DNS tisztité kit segéeél végeztik. A szekvenalasi
reakcioelegyet BigDye Terminator v3.1 Cycle SeqimnKit-tel (Applied Biosystems) éllitottuk
elé a gyarto cég leirasa alapjan. A vizsgalt DNS sszakaszekvenalasahoz az amplifikalasukhoz
hasznalt primereket alkalmaztuk.

1. tblazat. A vizsgalatokban szetefaljok gyijtési helye és a szekvenciak génbank szama.

Taxon Gyiijtési szam, Mintagy iijtési helyek Acc. no. ITS | Acc. notrnLF
azonositd adat
Arachnothryx jurgensenii Jurgensen 248 Mexico, Oaxaca, Sierra IX474879
(Hemsl.)Borhidi San Pedro Nolasco
Arachnothryx scabra C. Jurgensen 926 Mexico, Oaxaca, Sierra JX474880
(Hemsl.) Borhidi San Pedro Nolasco
Bellizinca scoti (J. H. C. E. Smithjr.,, F. A. Mexico, Puebla JX474881 JX474891
Kirkbr.) Borhidi Peterson & N. Tejeda
4137

Csapodya challengeri A. Reyes-Garcia, D. Maxico, Chiapas JX474882

Borhidi & Reyes-Garcia | Gomez, E. Montejo 4877

Csapodya splendens D. E. Breedlove 40258 Mexico, Chiapas JIX474892
Breedlove & Lorence
Borhidi




Deppea amaranthina J. A. Steyermark 30926 Guatemala, Chiquimula] JXA474883 JIXA474893
Standl. & Steyerm.

Deppea cornifolia (Benth.) | Morelia, T. Hartweg 299 Mexico, Michoacan JX474894
Benth.

Deppea erythrorhyza C. J. W. Schiede & F. Mexico, Veracruz JIX474884 JIX474895
Cham. & Schitdl. Deppe 388

Deppea grandiflora Leibold 235, 253, 263 Mexico, Veracruz JIX474886 JIX474897
Schltdl.

Deppea inequalis Standl. | J. A. Steyermark 37974 Guatemala, San Marcos  JX474888

& Steyerm.

Deppea microphylla C. G. Pringle 8907 Mexico, Hidalgo JX474889 JX474900
Greenm

Deppea obtusiflora Benth. | T. Hartweg 473 Mexico, Oaxaca JX468347 JX474902
Deppea purpurascens D. Lorence, R. Cedillo T. | Mexico, Veracruz JX468348 IX474903
Lorence & G. Ibarra M. 4141

Deppea purpusii Standl. C. A. Purpus 6260 Mexico, Veracruz JIX468349 JIX474904
Deppea rubrinervis P. Tenorio 15514 Mexico, Veracruz JX468350 JIX474905
Borhidi

Deppeopsis foliosa J. Rivera 1739 Mexico, Oaxaca JXA474885 JIX474896
(Borhidi, S. Salas-Morales

& E. Martinez) Borhidi &

Stranczinger

Deppeopsis hernandezii R. Hernandez M. & D. Mexico, Hidalgo JIX474887 JX474899
(Lorence) Borhidi & Rodriguez 5466

Stranczinger

Deppeopsis tubaeana A. Campos 2106 con H. | Mexico, Oaxaca JX468351

(Borhidi) Borhidi & Hernandez

Stranczinger

Edithea oaxacana R. Torres C. & C. Mexico, Oaxaca JIX474890 JX474901
(Lorence) Borhidi & Martinez 7956

Stranczinger

Edithea guerrerensis R. M. Straw & D.P. Mexico, Guerrero JIX474898
(Dwyer @ Lorence) Gregory 1081

Borhidi & Stranczinger

Edithea schiblii Borhidi Kenia Velasco G. 261 Mexico, Oaxaca JX468352 JX474906
Hamelia patens Jacq. Jacg. s. n. Santo Domingo JX468353 JX474907
Hamelia xorullensis Kunth | A. Bonpland s. n. Mexico, Michoacan JX474908
in HBK.

Hoffmannia culminicola P. C. Standley 4797 Honduras, Morazan, Cerro JX468354

Standl. & L. O. de Uyuca

Hoffmannia oaxacensis Alvaro Campos V. 3334 Mexico, Oaxaca JX468355

Lorence & Dwyer ex

Borhidi

Hoffmannia silviarum P. Tenorio L. 11263 y C. | Mexico, Oaxaca JX468356

Borhidi Romero de T.

Rogiera langlassei E. Langlassé 797 Mexico, Guerrero, Sierra  JX474878

(Standl.) Borhidi

Madre




A szekvenciak statisztikai kiértékelése

A szekvenciak 0sszerendezését (alignmendkétt JalView (ClustalW) program segitségével
végeztik el. A DNS szekvenciakat ezutan GeneDoc v2.3 programifrarendeztik és
javitottuk, a megfelél DNS szekvenciat alapul vévéz alignmentek optimalizalasa utan
kialakult réseket (gap), a végslogenetikai analizisek soran, mint hianyzé kaéeedk kezeltik.

A kladisztikai analiziseket PAUP* 4.0 szoftver XP® verzidjaval készitettik a
slegnagyobb takarékossag” (Maximum Parsimony) mécitzalkalmazva. A kapott filogenetikai
fa pontossaganak és megbizhatdsaganak tesztebésetrdp vizsgalattal végeztik. A 85-100%
bootstrap értékeket magasnak tekintettik, az athypzas topologigjat alathmasztottnak vettik.
75-84% bootstrap érték mérsékelten, mig 50-74% alsakonyan tamogatja az adott elagazas
kapott topologigjat (MTLEY és mts., 2005).

A Bayesian analizist MrBayes (Ronquist & Huelsekb2603) programmal Markov chain
Monte Carlo model hasznélataval végeztik (B/MCM@. legjobban illeszked
szubsztiticiés model kivalasztasa ModelTest 3.7sdBa & Crandall 1998) segitségével
tortént.

EREDMENYEK

Az ITS régi6 analizise

A telies ITS régio, amely magaban foglalja az IT$IS2 és 5,8S rDNS szekvenciakat,
megkozelibleg 560 bp hosszusagu volt a tanulmanyozott taxadl. abra). A belcsoport 28
fajt tartalmazott, amelyek nagy részének ITS szebiggat mi hatdroztunk meg ékent (1.
tablazat). A kilcsoportot kép&raxon szekvencigjat a GenBankbdl valasztottuk.

Deppeasple :
Czapodyach
Bellizinca
Deppeagran
Deppeablum
Deppeaamar
Deppeaeryt
Deppeagran
Deppeaineq
Deppeanicr
Deppeacaxa
Deppeacktu
Deppeapurp
Deppeapurp
Deppearubr
Deppeahern
Deppeafoli
Deppeatuba
Editheashi
Hameliapap
Hameliapat
Hoffmannia
Hoffmannia
Hoffmannia
Hoffmannia
Omiltemiaf
Omiltemial
Renistipul

211
211
210
211
210
210
210
210
210
210
210
210
210
210
210
210
210
210
210
210
210
211
211
211
211
210
210
:o210

1. dbra

A végs, filogenetikai analizisbe bevont matrix 501 kagsktartalmazott, amelyek kozdl
334 (66,7%) konstans, 58 (11,6%) valtozd, de pa@ziailag nem informativ, és 109 (21,8%) a
parszimonia vizsgélatban informativ volt. Az ITSjige MP analizisével kapott filogenetikai
torzsfa 284 egység hosszusagu, konzisztencia le,8065 abban az esetben, ha az 6sszes
karaktert bevontuk az elemzésbe, ezek kizardsdval 7954, az Osszetartozasi index (RI)
0,8182. A vegs konszenzus fat az 2. dbra mutatja. A Deppea kontplgai 100% bootstrap
érték mellett valnak el a kilcsoport tagjaitol. nkplexen belll ugyan elkulonultekDEeppea,
Bellizinca, Edithea ésCsapodya fajok, de bootstrap tAmogatast egyedilsapodya nemzetség



esetében kapunk (100%). Hamdia, Hoffmannia, Omiltemia, Pseudomiltemia, Renistipula és
Deppeopsis nemzetség fajai jol elkulonitlédt a thgabb értelembe védeppea nemzetségt. A
csoporton belil magas (100%) bootstrap értékkeirkiihek el aHamdia fajok, illetve 96%-0s
valosziriséggel aHoffmannia nemzetség vizsgalt tagjai. Aeppeopss nemzetség fajai
egyértelnien kilon csoportot alkotva inkabb a fent emliteitmaetségekkel, mint Beppea
fajokkal vannak kozeli filogenetikai kapcsolatban.
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2. abra
A trnL-F régio filogenetikai analizise

Az Deppea komplexen bellili pontosabb filogenetegicsolatok megismeréséhez 28 taxoh-

F szekvencigjat vizsgaltuk. A filogenetikai anaii@ bevont végs matrix 689 poziciot
tartalmazott, amelyld 501 allando, 124 (18%) variabilis, de az MP véatpan informaciot nem
hordozd, 64 (9,3%) informativ volt. AmnL-F adatok filogenetikai analizisével kapott
filogenetikai térzsfa 239 egység hosszlusagu (@kazes karakterrel = 0,8703; Cl az informaciot
nem hordozé karakterek kizarasaval = 0,7103; RI882B). A végs, konszenzus fa (3. abra) a
Hamelieae tribusz vizsgalt taxonjain belul két naggportot mutat, amely megfelel egyrészt a
Hamdia, Hoffmannia, Deppeopsis, Omiltemia, Pseudomiltemia, Renistipula nemzetségeknek,
masrészt deppea, Edithea, Csapodya ésBellizinca nemzetségeknek. Ez utobbi csoport tagjai
kozott ugyan érzékelheta bel$ tagolddas, bootstrap tamogatads azonban c<ada@dya €s
Edithea fajokndl jelentkezik. Ezen régié vizsgalatanaljGk elvalaszthaté az ereddileppea
fajoktdl a Deppeopsis nemzetség, filogenetikai szempontbdl is a Hameeliesoporthoz mutat
kozeli kapcsolatot (98%).
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3. abra
KOVETKEZTETESEK

A Hamelieae tribusz filogenetikai vizsgalataby € eddig még nem tanulmanyozott
DNS szakaszt, az ITS régiot vontuk be. Az erednmiényegeésitették a komplexek polifiletikus
voltat.

Mindkét vizsgalt DNS szakasz (IT$nL-F) filogenetikai analizise medesitette a
Deppeopsis nemzetség elkilonuléséteppea nemzetségt. Ugyancsak bizonyitdst nyert az
Omiltemia és Pseudomiltemia nemzetségek elvalasztasaRenistipula nemzetség atsorolasa a
Hamelieae tribuszba.

A trnL-F régié szekvencia analizis@tkiderilt, hogy ezen cpDNS szakaszéstsrban
a vizsgalt fajok tribusz szitit elkilonitésére alkalmas. A Deppea komplex@eppea,
Edithea, Bellizinca, Csapodya) bellil a fajok trnL-F régié szekvenciaja olyan nagy
hasonlosagot mutatott, hogy a génusz hatarok algasastamogatottak. A komplexen belili
filogenetikai viszonyok vizsgalatara az ITS régémaz azon belll az ITS1 és ITS2 intron
bizonyult megfelginek. A nagyobb szekvencia variabilitas ellenére d$@ptunk minden
esetben akkora bootstrap tamogatdst, hogy a mikfolagiai vizsgalatokbdl kovetkéz
génusz hatarokat egyeértdlen bizonyitanak a filogenetikai elemzések.

OSSZEGZES



Az Akadémiai Kiadé gondozéasaban 2006 novemberébamgjaient Borhidi Attila: Rubiaceas
de México cini tudomanyos konyve, 340 példanyban, 36 iv terjedeén, a 2006
augusztusaban megkotott kiadoi spees értelmében.

A kényv tudomanyos Ujdonsagainak elismeréseképpedldA illetékes bizottsaga a
2007-2012 idszakra a K 68538 szamu palyazatban (Vexettatd: Prof. Borhidi Attila)
16795 eFt tamogatassal biztositotta a kutatasgkatdlsat téma cimmel. A kutatasok annyi Uj
eredmeényt hoztak felszinre, hogy a tervezettnélanabb kell sort keriteni egy Ujobitett
kiadas megjelentetésére, amelyre az OTKA 2,4104s$ze§ tdmogatast nyujtott.

Az Uj kiadas 110 nemzetséget és 655 fajt tartalazael$ kiadas 103 nemzetségeével
és 585 fajaval szemben. A tdbb mint 15%-nyi tedddovilés a nemzetségek és fajok
75%-at érinti, ami szilkségessé tette a hatarozédklieljes atdolgozasat. Ennek megfiel
az uj kiadas 48 ivnyi terjedelemben, 127 egészladdabraval jelenne meg. Az Uj kiadast
indokolta az a tény is, hogy ebben az évben tekvemrgjelentetni a Flora Mesoamericana
Rubiaceae-kotetét, amely a mexikoi fléranak csak tkredekét érinti, ezért az () kiadas
egyuttal fontos kiegészifunkciot latn el a térségben.

A kozponti gyijtemények (MEXU, FCME, INEGI) évenkénti folyamatos
gyarapodasanak vizsgalata mellett reviziéra kefllszovetségi allam (Aguascalientes,
Guerrero, Oaxaca, Querétaro, San Luis Potosi, Tapasijteményeinek kritikai revizidja.
Ezek eredményeként 70 a tudomanyra 0] faj kerilddea, 6sszesen 12, legnagyobb részt a
Bouvardia, Csapodya, Deppea, Didymaea, Mitracar@sgchotria, Randia és Rogiera
nemzetségekib.
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