CYTOLOGIE EN MOLECULAIRE SYSTEMA-

TIEK IN DE FAMILIE

J. Hugo Cota en Robert S. Wallace.

Vergelijkende analyses van de genetische
sequentie:

Vergelijkende studies van de genetische
sequentie heeft men succesvol toegepast in
diverse plantengroepen om de evolutie en
fylogenetische verwantschap te verkiaren
(zie Downie en Palmer,1994 voor referen-
ties). De methoden voor sequentiebepaling
zijn relatief eenvoudig en tegenwoordig
wordt dit gebruikt voor verschillende genen
van verschillende genomen (nucleair, chloro-
plast en mitochondrieel genoom). In de mo-
leculaire genetica gebruikt men de analyses
van de sequenties, de informatie over-het
effect van deleties, transposities van de ge-
nen en andere gebeurtenissen. Deze analy-
ses Zijn de bron van een enorme hoeveel-
heid gegevens, die een uitgebreid spectrum
van moleculaire erfelijkheid behandelen.
Over het algemeen gebruikt men achtereen-
volgens verschillende stappen (Hillis e.a.,
1990):

Didentificatie van het gen van belang

2) isolatie en zuivering van het DNA van
het gen

3) bepalen van de basevolgorde (sequen-
tie) van DNA .

4) het vergelijken van de verkregen se-
quentie met andere verwante genen en

5) cladistische analyse en interpretatie van
de resultaten.

Verscheidene genen of fragmenten van
genen zijn informatief om de evolutie en ge-
netische processen in planten te begrijpen.
Tussen de nucleaire genen van het 18S en
265 ribosomaal DNA bevinden zich niet-
overgeschreven sequenties (ITS1 en ITS2),
naast 55 en 18S en 26S zelf. In het chloro-
plast-genoom bevinden zich ook het gen 3,5
ribulose-carboxylase (rbcl) en het gen van
nitrogenase-dehydrogenase (dhF), een gen
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dat te maken heeft met het elektronen-
transport.

l. Vergelijking van de sequentie van het
gen rbcl:

Het gen rbcL (zie figuur op pagina 235
van Succulenta, oktober 1998) is ongeveer
1400 baseparen lang. Wallace vergeleek de
sequentie van verschillende rbcl genen en
reconstrueerde zo de fylogenie van de fami-
lie, gebaseerd op ongeveer 50 taxa, (zie fi-
guur op pagina 285 van Succulenta, decem-
ber 1998). De cladistische analyse onder-
steunt de monofylie van de subfamilies
Opuntioideae en Cactoideae. Toch bevindt
Maihuenia zich ver van Pereskia, doordat de
subfamilie Pereskioideae zich parafyletisch
voordoet. Het ziet er naar uit, dat de om-
schrijvingen in deze subfamilie opnieuw ge-
daan moeten worden. Voor de subfamilie
Cactoideae zijn elk van de groepen voor de
tribus Cacteae, Hylocereeae, Notocacteae en
Rhipsaliae over het algemeen goed herken-
baar door de unieke base substituties. In het
cladogram ziet men minder verschil in de
zuilcactussen van de tribus Browningieae,
Cereeae, Leptocereeae, Pachycereeae en
Trichocereeae.

Il. Vergelijkende studies in het gen ndhF:
Men is nu begonnen om de sequentie van

“het gen ndhF van het geslacht Ferocactus en
de subfamilies Pereskioideae en Cactoideae
te bepalen, naast de zuilcactussen van de
tribus Pachycereeae (Cota en Wallace, in
voorbereiding). Dit gen heeft een lengte van
ongeveer 2200 baseparen en de mate van
vervanging van basen in het DNA is drie keer
hoger dan die van het gen rbcl (Kim en Jan-
.sen, in druk) en is dus nuttiger op lagere
taxonomische niveaus. In het gen ndhF ko-
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Ymkering (inversie) van 000 basen in het gebied van het chloroplast DNA. Deze inversie is karakteristiek
nor de familie Cactaceae. Andere planten families tonen een genetische volgorde 7oals bij tabak. De
warte driehoeken geven de plaats van de inversie aan. (gewijzigde figuur van Downie en Palmer,1994).

n het in kaart brengen van het gevaar van
itroeiing. Genetische identiteit kan ook ge-
ruikt worden om grenzen van soorten in
axonomische complexen te bepalen, vooral
Is kruisingen een rol spelen. Ongetwijfeld
unnen in de familie Cactaceae deze tech-
ieken worden toegepast voor soorten, die
vorden bedreigd met uitroeiing. Een inven-
aris en monitoring van deze in de natuur
eldzame soorten is van vitaal belang voor
e handhaving van de biodiversiteit.

tet DNA van het chloroplast en de mole-
ulaire systematiek van de plant.
Recentelijk zijn verschillende artikelen
erschenen over het gebruik van DNA om
ylogenetische relaties in planten te bepalen
Olmstead en Palmer,1994; Palmer,1994;
almer,1987; Palmer e.a.,1988). Het chloro-
last-DNA komt men bij alle landplanten te-
en en is gelijksoortig van structuur en orga-
isatie in de verschillende groepen. Dit ge-
oom is goed gekarakteriseerd in de vier
oornaamste plantengroepen: mossen, va-
ns, naaktzadigen en bedektzadigen. Verge-
ken met hetl gennom van mitochondria en
ern is het gemakkelijker om het in hel labo-
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ratorium te bestuderen. Het chlornplast
heeft een endosymbiotische oorsprong
(d.w.z.: oait was hel een zelfstandig levend
organisme red.). Het bevat genetische infor-
matie voor de vorming van enzymen voor de
fotosynthese, het overbrengen van energie
en verschillende ribosomale en andere pro-
teinen. Structureel is het DNA van het
chloroplast een circulair molecuul van onge-
veer 150.000 basenparen (150 kb) Het bevat
vier gebieden: een groot gebied met unieke
genen (LSC), een kleine gebied met unieke
genen (SSC), en twee omgekeerde gebieden
(inverted repeat=IR), die exacte copiden van
elkaar zijn ( fig.1). Het type en de volgorde
van de genen is erg stabiel in planten en
men heeft aangetoond, dat de mate van ver-
andering in dit molecuul gebruikt kan wor-
den op praktisch elk taxonomisch niveau
(Palmer,1986; 1987; Palmer e.a., 1988). Het
kleine formaat en relatieve onveranderlijk-
heid maken het tot een ideaal molecuul. Het
is makkelijk te manipuleren en te analyseren
mel verschillende technieken (restrictie-
endonuclease, genetische sequentie). Boven-
dien komt dit genoom in grote aantallen in
de cel voor en is eenvoudig te isoleren uit

SUCCULENTA jaargang 77 (5) 1998




Sublam, Cactoldene

rpoC1 poC2
[ L 1
oxen 1 Intren oxon 2 las
CONSENSUS
LAND PLANT
(tobsceco)
e b 7y 848 bp 150 bp “n w
| | |
sxon 1 Intren onon 2 !Nll: N !
CACTACEAE
Sublem. P " .
Subfem. Opunticidess o R L
, , ’,' S
. D ’
e Pl .
exon 1t 7 exon 2 = 22
(1]
CACTACEAE

Schematische voorstelling van het gemis van het intran in het gen rpoC1. De subfamilie Pereskinidear

de subfamilie Opuntioideae evenals de meerderheid van de planten, vertonen dit intron in het DNA

het chloroplast. In de subfamilie Cactoideae is dit intron afwezig. Dit geelt duidelijk aan dat deze sul

familie monofyletisch is.

weinig bladweefsel. Veranderingen in geneti-
sche volgorde van het chloroplast DNA zijn
zeldzaam. Eveneens is de kans, dat deze her-
schikkingen gelijktijdig in andere groepen
planten voorkomen erg klein. De structurele
veranderingen in het DNA van het
chloroplast zijn inversies (omkering van
DNA fragmenten),deleties (ontbreken van
DNA fragmenten), inserties (loevoeging van
DNA fragmenten) en translokaties (verplaat-
sing van DNA fragmenten). Al deze verschil-
lende structurele veranderingen heeft men
verkregen in diverse plantengroepen en zijn
bruikbaar als kenmerken voor de fylogenie.

Enkele woorden verklaard 7.0.7.
Wordt vervolgd.

Vertaling: Elisabeth van Zomeren
Bewerking: Ben Zonneveld.
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