Rhododendronfamiliens stamtrze
Af Hans Eiberg

Forskning indenfor konstruktion af rho-
dodendronfamiliens stamtra er nu gaet
ind i en ny @ra. idet DNA-teknologiens
metoder indferes. Ved hjelp af de nye
teknikker dbnes der muligheder for. at
rhododendronslaegtens arter sikkert kan
sattes pa plads 1 el system. som er
bestemt udfra evolutionen.

Indsamlinger

Hvis v1 gar ca. 80-100 ar tilbage i tiden
indsamledes mange nye arter i Himalaya
af plantejeegerne Veitch (1900-04), For-
rest (fra 1910 til 1931), Kingdon-Ward
(fra 1913-1937). Rock (1923-1932) osv,
(se¢ artiklen af Preben Escherich Hol-
kjar). Der blev herved hjembragt planter
og cnorme mangder fre, som blev ind-
fort 1il England og siet. Desuden bley
der presset herbariummaterialer til sene-
re studier. Disse ekspeditioner har veret
utroligt vardifulde for eftertidens forske-
re, garinere, plantesamlere og havecjere,

Bestemmelsesnegler
Forskere har siden forsogt at artsbe-
stemme materialet ved at konstruere be-
stemmelsesnogler til at gruppere arterne
til forskellige familier, slaegter, serier og
underserier. Dette arbejde har vaeret szr-
deles vanskeligt. is@r fordi det indsam-
lede materiale indehold! planter, der kun
varierede lidt fra hinanden. men dog
med enkelte karakteristiske forskelle.
Desuden var der planter, som siden
hen viste sig at vaere hybrider. Et andet
problem har varet, at en del af de
planter, som blev indsamlet dengang,

ikke har kunnet genfindes i naturen,
Nyere taxonomer har ryddet op i de
tidligere beskrevne arter og evt. klassifi-
ceret dem som hybrider, hvis beviser for
deres reelle eksistens eller ophav kunne
betvivles.

Karakteristika

For at karakterisere en art vil det ideelle
vaere al finde et enkell 100% sikkert
kriterium, men af mangel herpa op-
stillede botanikerne ca. 8-10 mindre
sikre kriterier, Hvis planten sa har ca.
80% af dissc karakteristika vil bestem-
melsen sikkert veere i orden. Imidlertid
er nogle "arter" kun karakteriseret med
fa usikre kendetegn sasom "fordeling af
har" eller kronens og bladets form.
Vagtningen af disse kendetegn har vi-
ret et stridsemne blandt forskere. der
stotter/anvender det midlertidige Bal-
fourianske system med 44 ligestillede se-
ricr, kontra det senere underinddelte sys-
tem foreslaet af Sleumer og videreudvik-
let af Davidian. Cullen og Chamberlain

Linné

fandt ud af, at is@r blomstens opbygning
(kurv-, @rte-, maske-, labe- osv.) var
seerdeles anvendelig som kendetegn for
en art. der skal henferes til en familic
Dette skyldes. at iszr blomstens opbyg-
ning og udseende har spillet en betvdelig
rolle for plantens overlevelsesevne. Der
er ct samspil mellem planter og insekter
fugle mht. bestevningen og udveksling
af nektar/pollen. For at kunne lave dennc
specialiserede og komplicerede bloms:
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har det varet nedvendigt, at mange
gener 1 lang tid har kunnet samarbejde
indbyrdes for at skabe dette forhold.

Andre komplicerede egenskaber
betyder maske mindre ndr en plante skal
artsbestemmes. Her tenker jeg pa de
trek, som planter fra tidernes morgen
har lest pa samme made. Som eksempel
herpa kan navnes fellestrekkene for
lyngordenen (Ericales): udelte blade,
regelmassige blomster, stovdragernes
placering pa blomsterbunden og mang-
lende akselblade. Disse egenskaber er
derfor ofte veardilose at bruge i en
bestemmelsesnogle for de planter, der er
placeret lavere i hicrarkiet.

Gode kendetegn

indenfor Rhododendronslagten. til op-
deling i undersl@®gter (subgenus) og sek-
tioner har netop vist sig at vare de struk-
turer, der er kompliceret opbygget (styret
at mange gener), medens subsektion og
artsnivau adskilles af tr&ek, der er mindre
sammensatte. Egenskaber. der kun styres
af eet gen. er ofte helt ubrugelige til
andet end beskrivelse af varianter inden-
for en art.

Eksempler pa komplicerede egenskaber
har veret svere at finde, hvis de ikke
underseges med genetiske metoder (dvs.
nedarvningsundersogelser), og alt andet
er kun getteri. Folgende "gode" egen-
skaber er brugt: blomstens placering pa
stilken, udformning af baeger, kronblade,
stovvej, kapsel mm., men i mindre grad
indument og hartyper.

Eksempler pa "darlige" egenskaber
der er styret af eet eller fo gener kan
nzvnes: klistrede knopper. farvenuancer
1 knopper, blade og blomster og gener

der regulerer fordeling af harbeklad-
ning.

Disse morfologiske (bygningsforskelle)
usikre kendetegn har veret anvendt til at
gruppere planterne i arter, arterne 1 seri-
er, serier i underserier osv.

Stamtrzets opbygning

For at opbygge et stamtrz settes fami-
lierne nederst (stammen), derover sek-
tionerne (hovedgrene). subsektioner
(grene), arterne (de yderste grene) og
varianterne er bladene. Dette stamtra.
som er opbygget udfra morfologiske
trak, hiber man pa svarer til den evolu-
tionzere udvikling (fylogeni) af rhodo-
dendronslagten gennem tiderne.

Forskerne har endnu ikke kunnet lavet
dette stamtre med sikkerhed. da de ikke
har varet enige om, hvorledes vagtnin-
gen af kendetegnene skal ske. De er
heller ikke enige om hvilke arter, der
skal indga i serierne, eller om en specifik
plante tilherer en art, en hybrid eller en
variant.

Nye metoder: DNA-karakteristika

Nu er der imidlertid hjzlp at hente gen-
nem den moderne genteknologi. Her kan
man betragte utrolig mange sikre kende-
tegn, som forskellene i en DNA sekvens
(baseombytninger), i modsatning til de
fia og mere eller mindre glidende usikre
kendetegn, som bruges indenfor mor-
fologien.

DNA molekylets opbygning

DNA molekylet er det arvelige materi-
ale. der indeholder 4 forskellige kemiske
bogstaver kaldet A, T.G,C. De 4 bogsta-
ver sidder i forskellig rakkefolge. Et
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DNA molekyle bestir ofte af miske
1000.000.000 bogstaver og er spiralise-
ret op til et kromosom. Et sidant kromo-
som kan ogsd opdeles i maske 10.000
gener pa hver ca. 500-50.000 bogstaver
(5% af bogstaverne ligger i generne)

Nyere forskning

Molekylargenetikere er nu blevet enige
om pi internationalt plan at undersoge
specielle variable DNA-omrader, De vil
finde ligheder og forskelle mellem plan-
tefamilier og deres tilknyttede arter for at
lave et stamtrz over planternes udvik-
lingshistorie. Det har vist sig, at de styk-
ker af et DNA-molekyle, der ligger imel-
lem kodede omrader (gener/gendele), va-
rierer mest fra art til art. For hver 500
bogstaver i disse omrader vil der ca. ske
een bogstavombygning eller anden ®n-
dring (mutation) for hver 4 millioner ar.
Hvorimod ombytninger i et gen observe-
res 10 gange sa sjzldent, idet mutationen
i et gen oftest er skadelig og vil forsvinde
hurtigt.

DNA-materialer

De forste DNA sekvenser (razkkefelgen
af AT.G,C) man har kigget pa er omra-
der kaldet ITS (ITS-1 og ITS-2) og er pd
tegningen markeret som |-------— [. ITS
ligger imellem generne der koder for tre
bestanddele af et ribosom (188 rRNA,
5.85 rRNA og 265 rRNA).

stemt pa mindst 29 forskellige arter og
flere kommer efterhanden til. Ogséi for
andre planter, der er besl@gtet med Rho-
dodendron, er DNA-sekvenser i dette
omréde vist.

Der er nu flere forskerhold, der studerer
DNA variationer i ITS, bl.a. ledet af D.
Chamberlain (Edinburgh, Fig 1 & 2), K.
Kron (USA) (Fig. 3. publiceret i ARS vol
52 (2) 1998) og S. M. Scheiber o.a.
(USA), hvis resultater indgér i Fig. 5.

For nylig er et gen i grenkornene
(plastider) kaldet matK (ribosomal matu-
rase) ligeledes sckventeret pa en lang
rekke rhododendron arter af forskerhold
fra USA og Japan (K. Kron 1997 og Y.
Kurashige 0.a.). Det stamtra (Fig. 4), jeg
har konstrueret udfra matK genet, er i
god overensstemmelse med det stamtrza,
der er konstrueret udfra [TS-omraderne.

Princip ved konstruktionen af
stamtrzer udfra DNA-sekvenser
Stamtraer er konstrueret efter det prin-
cip at for ca. 100-200 millioner ar siden
havde forfadrene til rhododendronfami-
lien en bestemt rxkkefolge af bogstaver
omkring genet for 5.8 rRNA, Der kan
ske mutationer/@ndringer i rekkefolgen.
og nogle af disse ®ndringer nedarves fra
generation til generation. Hvis nye arter
opstir udfra fa/enkelte planter ved en

18S rRNA  ITS-1
| gen  |-memeeeeeee- |

5.8S rRNA

28S rRNA
gen |

ITS-2
R |

DNA-sekvensen af ITS kan findes pa
foreningens homepage pa internettet
(under taxonomi). 660 bogstaver er be-

tilfeldig isolation, kan alle dens efter-
kommere fa den pageldende mutation.
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Figur 1. Forslag til et fylogenetisk stamtree lavet udfra DNA sekvensen omkring genet for 5.8S rRNA.
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Eksempel pa alignede DNA-sekvenser
(1-30) fra 5 arter ses nedenfor. Aligning
betyder, at bogstaverne er sat under hin-
anden og ordnet sa godt som muligt. Det
er nedvendigt at indfoje mellemrum (-/
brud), hvis der er fjernet eller tilfajet
nogle bogstaver hos de enkelte arter, for
at fa det til at passe bedst muligt. De
fremhavede bogstaver viser forskellene

(Rhodo-Nyt 1/97). Det viser sig at R.
ponticum’s og R. argyrophyllum’s DNA
er 99% ¢éns i bogstavrakkefolgen (-5
bogstaver), medens mellem R. ponticum
og R. ferrugineum er ligheden kun pa ca.
96%. men mellem R. argyrophyllum og
R. ferrugineum kun ca. 95%. Deraf kan
man slutte at R. argyrophyllum og R.
ponticum er tettest beslegtet og R. argy-

1
R. ponticum
R. ferrugineum
L. groenlandicum
R. camtchaticum
Daboecia

1516 30

TCGA-AACCTGCCAA CAAGCAGAAAACTTG
TTGA-AACCTGCCAA CAAGCAGAAAACTAG
TTGA-AACCTGCCAA CAAGCAGAAAACTAG
TCGA-AACCTGCCAA CAAGCAGAAAAGTTG
TCGATAACCTG- - - A CGATCAGAAAAGTTG

fra de evrige arter.

Hvis en art er den eneste, der har
denne forskel, ma der vare sket en muta-
tion hos denne. For R. ferrugineum eller
en af dens forfadre er der sket en muta-
tion (C -> T) pa plads 2. R. ferrugineum
og L. groenlandicum er helt éns og der-
for tettest beslegtede.

EDB-metoder

Det er ikke en let opgave at konstruere et
stamtra i handen, og der er da ogsa lavet
adskillige EDB-programpakker (Phylip,
Paup mm.) til dette formal. De fleste
programmer kan dog kun analysere fi
arter og korte sekvenser, hvis ganske
almindelige pc'ere anvendes og indenfor
en rimelig tid. Jeg har derfor provet at
analysere alignede sekvenser fra 29 arter
ved hjelp af computerpakken Phylip pa
en "stor" Sun-Sparc 20.

Resultater af DNA-analyser pa ITS
Udfra sekvenser fra Chamberlain’s
gruppe har jeg fundet folgende resultater

rophyllum er mindre beslegtet med R.
Serrugineum end R. ponticum. Man kan
vderligere slutte, at alle de arter, der har
pracis samme bogstavombytninger, ma
vaere meget teet beslegtede. Der er desu-
den forskelle i leengden af genet, idet R.
ferrugineum har mistet et bogstav i
forhold til de to andre clepidote. Interes-
sant er, at Ledum groenlandicum er nz-
sten identisk (-1 bogstav) med R. ferru-
gineum, hvilket har varet med til at
Ledum groenlandicum er ®ndret til Rho-
dodendron groenlandicum. Arter som
R. anthopogon, R. molle og iser R.
camtchaficum varierer mest fra feks R.
ponticum.

Jeg har vist 24 arter pa figur 1. Hvert
nummer i figuren angiver et sted i den
alignede sekvens, hvor der er en afvigel-
se i forhold til de evrige arter. Stam-
tavlen er opbygget efter det princip, at
der er sket ferrest mulige mutationer,

Det ses af figur 1, at der er bevaret/
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Figur 2. Forslag til rhododendronfamiliens stamtrse

—

== Menziesia lasiophylla

- — R. camtscaticum
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Beregnet med programmet DNAML (PHYLIP)
Udfra sekvenserne pa ITS omradet.
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Fig. 3 Et eksempel pa et tra beregnet pa sekvenser fra adskillige ITS
sekvenser fra rhododendron arter. Tallene angiver antallet af forandringer
i DNA sekvensen. Stjerner angiver de arter med blomster pa sidegrene.
Sekventering og analyse af K Kron & SL Johnson (ARS, 52: 70-72. 1998)
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overlevet ca. 7-20 mutationer pr. art i
ITS omrddet siden rhododendronfami-
lien er opstaet.

For at vare sikker pa slegtskabet i
den forste periode ma flere analyser dog
udfores. [ tilfeelde hvor der kun er 1-2
mutation(er), der adskiller to grene fra
hinanden er der stor usikkerhed, og der
er flere af sadanne i stamtraet. R. vaseyi
som i gjeblikket er klassificeret i familie
med R. canadense er pa figurerne sam-
men med R. albrechtii, hvilket betyder,
at R. vaseyi er helt forkert placeret i
sektion Rhodora. Er R. camtchaticum en
rhododendron? Deén er efter DNA-se-
kvensen tattere beslegtet med Irsk lyng
(Daboecia). Desuden ligner Menzesia la-
siophyllia mere en Rhododendron i DNA
end R. camichaticum. Udfra dette kan
man sige, at hvis R. camtchaticum er en
rhododendron, sa er Menzesia ogsi en
rhododendron. Siden jeg analyserede 28
arter og indlemmede Daboecia, er langt
flere arter sat pa plads (figur 2). R. moul-
mainense og R. albiflorum er dog
forskelligt placerede i de to figurer og er
derfor problematiske arter.

I ARS vol 52(2) 1998 har K. Kron pub-
liceret sine resultater ved brug af ITS
omradet (Fig. 3). Der er en del uoverens-
stemmelser, men ogsd mange ligheds-
punkter med mine egne tidligere bereg-
ninger. Kron har en del nye arter inklu-
deret og mangler mange af de arter, som
jeg har brugt, hvilket ger en.sammen-
ligning svarere. Iser papeger Kron at
arten R. edgeworthii er tttere beslagtet
med azalea end med de andre elepidoter
og at den evt. er opstaet ved hybridise-
ring. At R. molle ikke er beslagtet med
R. occidentale, som jeg fandt, viser at
der er noget galt. Desuden er R. hong-

kongense, R. semibarbatum og R. stra-
mineum alt for langt fra hinanden evolu-
tionsmassigt. Jeg mener, at det er ned-
vendigt at analysere bidde Kron's og
Chamberlain’s DNA-resultater samlet,
for at finde et bedre svar. Iser da Kron's
resultater pa flere omrader ikke passer
med tidligere nagelfaste beviser fra mor-
fologien. Desuden kan man tvivie pa
hendes resultater, da det stamirz hun
har konstrueret. indeholder langt flere
mutationer i forhold til det stamtra jeg
har konstrueret (Fig. 1). Det tyder pa, at
hendes aligning er usikker, evt. med alt
for mange brud?. Jeg har desvarre ikke
faet fat i Kron's metode og basismateria-
le, da det ikke er sendt til Biobase (of-
fentlig database som bl.a. indeholder op-
lysninger over DNA sekvenser).

Senest har et amerikansk forskerhold
(5. M. Scheiber o.a. i Press, Horticultu-
re) analyseret 13 forskellige arter fra
Pentanthera. Fem af disse arter var tid-
ligere blevet undersogt af andre med et
identisk resultat. Stamtrasanalyser be-
krafter, at alle arter fra Pentanthera sub-
sektion er meget tzt beslagtede (fig. 5).

Resultater af DNA-analyser

pa mat-K genet

DNA er her sekventeret pa mat-K genet
af Kron (Amer J Bot 84), samt af et
japansk forskerhold (Y. Kurashige et al.
in press J. of Jap. Bot). Stamtraet (Fig 4)
som jeg har konstrueret. viser at R. edge-
worthii er tzt beslagtet med de elepidote
arter. Stamtraeet svarer meget godt til de
resultater, der tidligere er fundet ved de
morfologiske studier. Her er laengden pa
det undersogte gen éns for alle arterne
(1200 baser/bogstaver), 1 modstning til
omradet undersogt pa ITS (ikke et gen)
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Figur 4. Forslag til rhododendronfamiliens stamtrae
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Figur 5. Forslag til rhododendronfamiliens stamtree
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Det er 1 dag tvivlsomt, om R. camtchaticum er en Rhododendron.
Never mind - ken er den

og reducerer derfor fejlmuligheder ved
aligningen. Derfor kan man bedre stole
pa de @ldste forgreninger, nir dette
DNA stykke analyseres. Mat-K genet er
ikke sa effektivt som ITS nlr tattere
beslegtede arter skal underseges, idet
her er sekvenserne pa mat-K genet mere
éns.

Hvad kan vi bruge stamtraeet til?

Viden er altid rar at vare 1 besiddelse af,
og denne kan veare med til at forklare
evolutionen. dvs. hvilke planter der er
nart beslegtede. Vi kan fi bekraftet
eller afkreftet den nye klassifikation.
Stamtreet kan forklare selve artsdan-
nelsesprocessen. Stamtraet kan give en
tommelfingerregel mht. hvilke arter, der

kan krydses. Hvis de er langt fra hinan-
den, vil mange af hybriderne (hvis de
kan laves) nok vere svagelige. Analyse-
metoden kan bruges til artsbestemmelse,
idet to planter, der har veasentligt for-
skellig DNA-sekvens, mé tilhare to for-
skellige arter. DNA-sekventering kan
bruges til faderskabsundersogelse, dvs.
skelne mellem en hybrid og en art. Hy-
briden vil have bade faderens og mode-
rens sekvens, som vil vare forskellige.
Der kan analyseres pa et enkelt torret
blad, og udfra DNA-profilen kan planten
placeres i systematikken. Det vil vere
interessant, at DNA-bestemme de gamle
indsamlede arter, der dannede basis for
det Balfourianske system. Er de for-
svundne arter eller hybrider?

197



Artsdannelsesprocessen:

Der er forskellige meninger omkring
dannelsen af nye arter. Nogle mener, at
nye arter dannes ved hybridisering
mellem to forskellige arter, og efterkom-
merne herfra vil stabilisere sig til en art
ved selektion. Andre inkl. undertegnede
mener, at nye arter dannes udfra mute-
ring indenfor samme art. FA planter er
ophav til en ny art, der siden opformeres
kraftigt under stadig selektion. Artsdan-
nelsen er en gradvis proces, og en art er
ikke konstant gennem tiden. Hvis "hy-
bridteorien" er den almindelige metode
ved artsdannelsen, vil det ikke vare mu-
ligt at konstruere et stamtra udfra varia-
tionen i eet lille gen, der svarer til sys-
tematikken skabt udfra mange morfolo-
giske karakterer. Fra andre stamtrasun-
dersegelser fra andre plantegrupper, er
der i fa tilfelde fundet uoverensstem-
melser, men "hybridteorien" er ikke den
almindelige metode til artsdannelse.
Med andre ord: hvis DNA-analysen pa
ITS-omradet for en art giver en helt
sikker placering i stamtraet, og denne er
helt forskelligt fra den placering som
analysen pad mat-K genet giver, er der
tegn pd. at arten kan vare opstaet ved
hybridisering. Hvis uoverensstemmelsen
gentager sig ved undersogelse af to helt
nye DNA-omrader, er beviset forst
hjemme.

Hybridisering

Det er ingen fordel for to arter, der har
specialiseret sig til hvert sit milje, at
danne en hybrid. Hybrider og hybrid-
svaerme findes hyppigt i naturen, men de
overlever meget sjeldent pa langt sigt,
ogsa fordi de satter faerre fro end arterne
og derfor vil blive udkonkurreret. Under
den danske ekspedition til Sikkim sa jeg

eksempler pa hybridsverme, som var
ved at ga til grunde. Omrader med den
gule R. thomsonii (R. thomsonii x R.
campylocarpum F2), R. decipiens (her
R. wightii x R. hodgsonii) og R. sikki-
mense (R. arboreum x R. thomsonii F2-
?7), blev beskyttet ved at falde konkur-
rerende vegetation. Hvis to arter adskil-
ler sig fra hinanden med mange mutatio-
ner, sa slagtskabet indbyrdes er fjernt, sa
vil de ikke - eller vanskeligt - kunne
krydses indbyrdes, da arterne har naet at
danne krydsningsbarrierer. Der kan dog
ogsa ske een enkelt sterre kromosommu-
tation (ombytning af sterre mengde ma-
teriale mellem to kromosomer), dvs. en
hurtig artsdannelse, som besvarligger en
hybridisering mellem de meget tzt be-
slegtede arter Ledum/R. groenlandicum
og R. ferrugineum.

Usikkerhed

Den storste usikkerhed ved DNA-klassi-
fikation er, at der kan vare flere forskel-
lige muligheder for at aligne sekven-
serne. Dette kan resultere i forkert place-
ringer af arterne i traet. Der er flere
programmer bl.a. ClustalW og Map, som
kan anvendes direkte pad internettet, der
gratis kan udfere denne proces. Blot skal
man vere opmarksom pa, at ITS-omra-
det ikke er en kodende region, og derfor
vil det vaere mere "tilladt", at der kan ske
tilfojelser og fjernelser af bogstaver hyp-
pigere end for de kodende regioner. Ved
at anvende standardops®tningerne vil
aligningen blive galt udfert, men ved
rigtig brug giver analysen langt sikrere
resultater, end dem der nu er publiceret
(Fig. 3). Der er kun undersegt ca. 50
forskellige arter, og der er derfor mange
"huller", og her kan man kun gatte sig
til, hvorledes evolutionen er foregaet.
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Konklusion

Resultater fra mat-K genet har vist, at
man kan reproducere resultaterne fra
[TS-omradet. og derfor vil denne form
for analyse revolutionere taxonomien.
Sikre stamtraer vil blive konstrueret, nar
der er analyseret 3-5 genomrader pa ma-
ske 200 arter. som reprasenterer et si
bredt udsnit af rhododendronarterne som
muligt. Der arbejdes ihardigt bdde 1
England. flere steder i USA og i Japan
pa at sekventere forskellige arter og for-
skellige DNA-omrader. Iszr bliver det
interessant. nar flere af de problematiske
arter og de torrede planter fra herbarier
indgar i analyserne.

Efter endt analyse kan man jo hibe pa, at
arterne ¢n gang for alle bliver sat i sy-
stem og vil bevare deres navne for ef-
tertiden. Jeg tvivler dog pa, at forskerne
kan bliver enige om at treekke granserne
mellem de forskellige grupper sisom
familier, slagter, sektioner mm.; her ma
de morfologiske traek ogsa spille ind. Det
er ikke til at sige, om vores fremtidige
bestemmelsesnogler bliver mere besver-
lige at anvende. end de er nu. Jeg tror, at
den nyve forskning vil klarlegge de nu-
varende problemer.
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