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1. Wstep

Rumex acetosgest r@gling dwupienm posiadajca chromosomy pici (XX
u raslin zeaskich, XY1Y2 u raslin meskich). W populacjach naturalnych tego gatunku
obserwowano przewaglosciowa roslin zenskich. Podobne odchylenie opisanozgak
u kilku innych gatunkow z rodzajgumexposiadajcych heteromorficzne chromosomy
pici. Obserwacje te dotygzzazwyczaj rélin w fazie kwitnienia i nie umadiwiaja
odpowiedzi na pytanie, na jakim etapie rozwoju &kaje s¢ aberracja proporcji pici
oraz jakie mechanizmy nmsgpa nig wptyw. Kluczowe znaczenie dla zrozumienia tego
zjawiska ma zbadanie proporcji ptci namgch etapach rozwoju étin.

Sugeruje s istnienie ranych mechanizméw warunkigych ilosciowa
przewag roslin zenskich w populacjach niektérych gatunkd®umex a wéréd nich
wyzsza sSmiertelng¢ ziaren pytku determinagych pte€ megska podczas wczesnych
stadiow rozwoju gametofitu, certacj(wspoétzawodnictwo pomidzy gametofitami
posiadagcymi chromosomy X i Y), réng zdolnag¢ kietkowania nasion gskich
I zenskich oraz wysz smiertelng¢ meskich zarodkow, siewek i gbn, a take razna
czestotliwaos¢ kwitnienia rglin meskich i zenskich, ktéra mae mie wptyw na wyniki
bada, gdy proporcje pici podawane sa podstawie liczenia §lin o kwiatach ngskich
i zenskich. Najstabiej zbadanym i najbardziej kontrowgrgm zagadnieniem jest
stosunek ptci nasion (tzw. pierwotny stosunek pigggo wptyw na liczeb# przewag
pici zenskiej obserwowas powszechnie w naturalnych populacjaRobmex Rasliny
z chromosomow determinacgj pici powinny wytwarza nasiona raskie i zenskie
w jednakowych iléciach. Jednak niektére z postulowanych mechaniznawin.
wyzsza smiertelng¢ ziaren pytku warunkagych pt€ meska oraz certacja maeg
zaburzy ta proporcg.

R. acetosastanowi dogodny obiekt do analizy proporcji plegniewa obok
Silene latifolig jest to rdlina modelowa do badaz zakresu nad chromosomami pfci.
Sq one u tego gatunku stosunkowo dobrze poznane pgétdem cytologicznym oraz
molekularnym, dziki czemu dosfpne & sekwencje DNA charakterystyczne dla
chromosomow Y, mdiwe do wykorzystania jako markery molekularne pieiskiej.
Metoda ta pozwala na stosunkowo szybkie ¢élkree pici r@glin na r&znych etapach
rozwoju oraz nasion bez potrzeby ich kietkowaniajig réwniez nasion nie mageych

wykietkowat.



Wazne wydaje s rOwniez opracowanie markeréw molekularnych pici dla
innych, stabiej poznanych gatunk6Rumex ktére pozwal szerszej spojrze na
problem niejednakowych proporcji ptci.

Tematem przedstawionych badgest analiza pierwotnego stosunku pici
u R. acetosal. oraz innego blisko spokrewnionego z nim gatunRu,thyrsiflorus
Fingerh., naleacego do sekcjiAcetosa o dobrze udokumentowane] przewadze
ilosciowej raslin  zenskich w populacjach oraz proba znalezienia markera
molekularnego spezonego z pig meska u R. acetosella gatunku naleascego do
podrodzaju Acetosella w ktérego populacjach naturalnych ek stwierdza si

zaburzenia rownowagi ptci.



2. Przeghd literatury

2.1. Pi& u roslin

W przeciwigistwie do zwierzt, gdzie zdecydowana gkiszas¢ gatunkéw jest
rozdzielnoptciowa, okoto 90 % §lin wytwarza kwiaty hermafrodytyczne, zawieieg
jednoczeénie neskie i zenskie organy genaratywne. U pozostatych gatunkow
wyewoluowaty kwiaty jednoptcowe, czyli kwiaty gekie z pecikami oraz kwiaty
zenskie ze stupkami. W przypadku, gdy oba te typy kémawystpujg na tej samej
roslinie méwimy o jednopienri@i, natomiast, gdy kwiaty easkie i zenskie @
wytwarzane przez uie osobniki — o dwupiengdo. Za rozdzielnopiciowe uznajegsi
jedynie raliny dwupienne, poniewa zarowno w przypadku fbn o kwiatach
hermafrodytycznych jak i w przypadku jednopietsiomeskie i zenskie organy
generatywne wysgpuja u kazdego z osobnikow (Ainsworth 2000, Vyskot i Hobza
2004). Znane sstakze systemy p@ednie pomidzy jedno- i dwupiennieia, takie jak:
zenskodwupienn& — populacja sktada iz raslin zenskich i hermafrodytycznych,
megskodwupienné¢ — w populacji wysipuja rosliny meskie i hermafrodytyczne,
trojpienné¢ — obecne @& rosliny meskie, zenskie i hermafrodytyczne,
zenskojednopiennéé — obok kwiatow hermafrodytycznych obecng rsa tej samej
roslinie kwiaty zenskie, neskojednopienn& — jednoczesne wygiowanie na rélinach
kwiatbw hermafrodytycznych i eskich oraz tréjjednopiendd — gdy kwiaty
hermafrodytyczne, gskie izenskie obecnegsna jednej rélinie (Ainsworth 2000).

Prawdopodobnie dwupiengio pojawita s¢ wielokrotnie w toku ewoluciji
roslin. Charlesworth i Guttman (1999) oceniaje mogto do tego dé¢ ponad 100 razy.
Wskazuje na to dystrybucja tej cechyrad raznych taksonow, ktéreasodlegte
filogenetycznie. Prawdopodobnie dwupieihobyta faworyzowana przez dobor,
poniewa uniemaliwia samozaptodnienie i zwzamgp z nim depres] wsobn.
Rozdzielnoptciow&é maze spowodowa spadek liczebri@i potomstwa w poréwnaniu
do rcilin hermafrodytycznych, jednak jest on rekompensowkepsz jego jakdcia.
Ponadto rozdzielenie pici urdovia wydajniejsz alokacg zasobdw i specjalizag]
kazdej z pici, ktéra mpe polegd na adaptacjach morfologicznych i fizjologicznych
kwiatéw jak i catych rélin (Ainsworth 2000 Darwin 1877, Freeman i in. 1997

Uzasadnia to réwnig dlaczego rozdzielnoptciowé jest preferowana u gatunkow,



u ktérych korzystneasroznice w alokacji zasobéw poguzy ptciami. Poza tym jest to
jednak zjawisko stosunkowo rzadkie uslm, wystpuje tylko u okoto 4 %
Angiospermae Wykazano zwizek pomé¢dzy dwupiennécia a pewnymi cechami
ekologicznymi rglin, takimi jak wiatropylné¢ i pnacy typ wzrostu. Prawdopodobnie
sprzyjap one rozdzielnoptciowkzi takze na skutek korzgi wynikajacych
z madiwosci zr&znicowania alokacji zasobOw u idej z pici. Obecn& gatunkow
jednopiennych w danej rodzinie rOwniezesto jest powjzana z wysipowaniem
dwupienndci (Renner i Ricklefs 1995).

Ze wzgkdu na konieczni@ jednoczesnego Zaja przynajmniej dwoch
mutacji: jednej dotycxre] neskiej sterylndci, skutkupcej przeksztatceniem ¢in
hermafrodytycznych wzenskie, oraz drugiej mutacji powodcigge] zenska sterylngé
i tym samym przeksztaicenie stm hermafrodytycznych w gskie, mato
prawdopodobne jest bezpednie powstanie dwupienfm z  gatunku
hermafrodytycznego. Bardziej prawdopodobne wydagepssrednie przejcie przez
etap meskodwupiennéci lub zenskodwupiennéci. Druga z tych drég mogtaby by
latwiejsza do przebycia ze wezdu na znacznie €ztsze wysfpowanie populacji
ztozonych z rglin zeaskich i hermafrodytycznych. Zgodnie z teora w populacji
roslin hermafrodytycznych najpierw pojawityesiosliny zenskie, a nagpnie pozostate
rosliny obuptciowe zostaly zagpione przez rdiny meskie. Innym maliwym etapem
posrednim jest jednopiendé. Zaktada si mazliwos¢ przeksztalcenia populaci
jednopiennych w dwupienne na skutek serii mutadppisiowo zmienigcych
frekwencg kwiatow neskich i zenskich. Za 4 teorg przemawia ogste wysgpowanie
jedno- i dwupienngci u blisko spokrewnionych gatunkow. Kolejna postuhna droga
do powstania dwupiendo prowadzi przez etap distylii, czyli wygtowania dwoch
typow kwiatow hermafrodytycznych, ktérych specjatija w kwiaty ngskie i zenskie
jest prawdopodobnie mtiwa. Niezalenie od etapow pwednich, w ewolucji
dwupienndci korzystne byto, aby mutacje warunicg nesky i zenska sterylngc byty
ze sol silnie sprzzone, zmniejsza to bowiem prawdopodadisigvo zagcia
rekombinacji pomidzy nimi i powstania catkowicie sterylnychslo posiadajcych
obydwie mutacje. Dlatego zeuwaza st za prawdopodobneze jelli nawet takie
mutacje po powstaniu nie byty ze gofiprzzone, to nagpito przeniesienie jednego
z tych loci w poblie drugiego na skutek inwers;ji lub translokacji.nlst&nie istniata
silna presja selekcyjna na zablokowanie rekombingepmiedzy czsciami

chromosomoOw zawierggymi te loci, co moglo doprowadzi do powstania



chromosomow pici obecnych u niektérych gatunkéw pihemnych (Ainsworth 2000,
Charlesworth 1991, Charlesworth 2002).

2.2. Ralinne chromosomy pfci

Za chromosomy pici uznaje ¢sipak chromosomow zawiergych geny
determinujce pte& oraz/lub warunkujce ptodné¢ osobnikdéw naskich izenskich, ktore
sa heteromorficzne, czyli uhnia sie wielkoscia i ksztattem, dziki czemu g
rozr&nialne przy wuyciu mikroskopu oraz w wkszej czsci swej dtugdci nie
rekombinuj za soh u pici heterogametycznej. W przypadkuckgzaici zwierzt oraz
roslin heterogametyczna jest ptengska (samice posiadaflwa chromosomy X, samce
XY), a ptakow —zeanska (samce posiadapdwa jednakowe chromosomy oznaczane
zazwyczaj jako Z, a samice pazniacych s¢ chromosomow oznaczanych jako ZW).
Wystepowanie heterogametycznej planskiej stwierdzono tewsrdd raslin, migdzy
innymi u Salix viminalisi Fragaria elatior, ale nie wiadomo, czy posiadapne jaks
form¢ chromosomow pici. Rdinne chromosomy pici nie zawsze Beteromorficzne.
W niektorych przypadkach wygiuje para chromosomoéw o identycznym ksztatcie
i budowie cytologicznej rniacych sg¢ jedynie stosunkowo niewielkim rejonem MSY
(male-specific Y-like regign ktéry stanowi cgs¢ chromosomu Y nierekombiruga
z chromosomem X, a ta& odmienn pod wzgédem sekwencji DNA od chromosomu
X. Wystepuja rowniez gatunki ralin posiadajce polimorficzne chromosomy pici, np.
Rumex acetosd&asliny meskie tego gatunku posiadaghromosomy XYY ,, azenskie
XX (Charlesworth 2008, Vyskot i Hobza 2004).

Wsrdd raélin posiadagcych chromosomy pici obecneg gézne systemy
determinacji pici. Znaneasgatunki takie jak npRumex acetosaHumulus lupulus
i Cannabis sativau ktorych podobnie jak Drosophilao pici decyduje stosunek doi
chromosomow X do liczby kompletéw autosomow (X/AY. tym typie determinacji
ptci chromosom Y nie jest niegthny do wytworzenia kwiatdw askich, a decyduje
jedynie o mgskiej ptodndci. U innych gatunkow, takich jagilene latifiliai S. dioica
podobnie jak u ssakow, gtemeska zaley od obecnéci chromosomu Y (Vyskot
i Hobza 2004).



Dystrybucja chromosomow pici dndd r&nych taksondéw sugerujeze
podobnie jak dwupienré pojawiaty s¢ one wielokrotnie w dziejach ewolucji zwigtz
oraz ralin. U tych ostatnich mialo to miejsce stosunkowiedawno, dziki czemu
stanows one znakomity model do batawczesnych stadiow ewolucji tych
chromosomow (Charlesworth 2008, Gruetzner i in.620@esfeux i in. (1996) przy
pomocy analizy sekwendiT'S (internal transcribed spacgradrowego rDNA ustalili,
ze w rodzajuSilene dwukrotnie doszto do powstania dwupieiecip a na podstawie
zegara molekularnego mua przypuszcza ze wiek heteromorficznych chromosomow
ptci u S. latifoliai S. dioicanie przekracza 20 miliondw lat.

Przyjmuje s¢, ze chromosomy pici wyewoluowaly z pary autosoméw na
skutek zablokowania rekombinacji wokot locus wamjpkego pté, a za
najwczeniejsze stadium ich ewolucji uwa sk pak chromosomow homomorficznych,
u ktérych na stosunkowo niewielkim obszarze zblo&oa jest rekombinacja u pici
heterogametycznej. Przyktadem gatunku, u ktéregstepyija takie chromosomy pici
jest papaja Garica papaya U tej raliny o pitci decyduje pojedynczy locus oraz 3
allele: M warunkujcy pte¢ meska, M" — hermafrodytyczni oraz m — pté zenska. M
i M" s allelami dominujcymi, jednak obecrio dwoch alleli dominujcych jest letalna,
wiec rasliny meskie maj genotyp Mm, hermafrodytyczne - ", a zefiskie — mm.
Locus ten oraz jego bliskie otoczenie dliro meskich i hermafrodytycznych stanowi
rejon MSY, w ktérym nie dochodzi do rekombinacji. Mvejozie u rélin meskich
I hermafrodytycznych obserwowano liczne przypadkizegwczesne] separacii
chromosomow pici, ktérych nie obserwowano glinozenskich. Maze to by zwigzane
z brakiem homologii pomdzy MSY prymitywnego chromosomu Y oraz
odpowiadajcej mu czsci chromosomu X. Wielk& rejonu MSY u papai wynosi okoto
4-5 Mb i stanowi jedynie okoto 10 % jej prymitywreeghromosomu Y, pozostata jego
cze$¢ rekombinuje z chromosomem X, co wydaje¢ spotwierdzé teori
0 autosomalnym pochodzeniu chromosomow ptci (liiu 2004).

Brak rekombinacji ma kluczowe znaczenie dla powatahromosomow pici.
Moze on by powodowany przez inweksjfragmentu chromosomu lub jdakbardziej
specyficzny mechanizm, uniemiwviajacy parowanie gichromosoméw. Zahamowanie
rekombinacji obejmuje pogikowo niewiellg czes¢ chromosomu Y, jednak uwa sk,
ze obszar ten sirozszerza i stopniowo obejmuje loci warurgod inne cechy. Dlatego
tez od momentu zahamowania rekombinacji pgimy czscia chromosomow proto-X

i proto-Y rozpoczyna si proces ich stopniowego mdicowania si pod wzgédem
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genetycznym i funkcjonalnym, ktéry prowadzi do ptavsa heteromorficznych
chromosomow pici oraz daje miwos¢é odrbnej selekcji cech dla kdej z pici
(Charlesworth 1991, Negrutiu i in. 2001). Dobrzeadény przyktad stanowi
heteromorficzne chromosomy pici $ilene latifolia Chromosom Y u tego gatunku
posiada trzy rejony nie rekombingg z X. Jeden z nich jest odpowiedzialny za
zahamowane rozwoju ptaienskiej, a dwa pozostateg iezledne dla rozwoju pici
meskiej. Tylko w okoto 30-40% dlugoi chromosomu Y mae zag¢ rekombinacja
(Charlesworth 2002, Tanurdzic i Banks 2004). Zapsimvym rozszerzaniem ¢Si
rejonu, w ktérym rekombinacja poedizy chromosomami pici ulega zahamowaniu
moze przemawié para genowSLX-1znajdupcy sk ha chromosomie X BLY-1na
chromosomie Y. Na podstawie zegara molekularnegaamsvanoze do zahamowania
rekombinacji mgdzy nimi doszto ok. 2,5 miliona lat temu, a to zzvde mniej nk
wynosi oszacowany wiek chromosomoéw pics ulatifolia (Filatov i in. 2000).

U niektérych gatunkéw wyspuja polimorficzne chromosomy pici, czyli
obecne g wi¢cej niz dwa typy chromosomow pici. ¥bd raslin wystepuja one m. in.

u Rumex acetos@X u roslin zenskich, XY1Y, u meskich) oraz tHumulus lupuluwar.
cordiflorus (X1X1X2X2 u raélin zenskich, X X,Y1Y, u meskich), a u zwiert ich
obecnd¢ stwierdzono u niektérych bezigowcdw (np. u termitéw) oraz u dziobaka (5
par chromosomow X u samic, 5 chromosoméw X i 5 glosoméw Y u samcow).
Polimorficzne chromosomy pici powsiajprawdopodobnie z heteromorficznych
poprzez translokagjjednego z autosoméw na chromosom X lub Y. W prdigpa
translokacji na chromosom X, powstaje system XX{X¥ poniewa drugi

Z autosomow koniugag z czscig tak zmienionego chromosomu X, staje drugim
chromosomem Y i wchodzi w sktad triwalentu (X%;) (Gruetzner i in. 2006, Vyskot

I Hobza 2004). Alternatywn teori na temat powstania systemu chromosomoéw
XX/IXY 1Y, u R. acetosgrzedstawili Ruiz Rejon i in. (1994). Wedtug tyattoréw do
powstania dwéch chromosomow Y mogtodaja drodze ich duplikacii.

Ewolucja chromosomow pici u §lin zwiazana jest ze wzrostem $lm DNA.
Raoslinne chromosomy pici as zwykle najwiekszymi w kariotypie danego gatunku.
Dlugaos¢ chromosomu Y, lubakzna diugé¢ wszystkich chromosoméw Y przewae
jest znacznie wksza nk chromosomu X, wyjtki stanowi Humulus lupulus Viscum
Chromosomy Y wydaj sic mie¢ niewielka gestos¢ gendw oraz gromadziznaczne
ilosci sekwencji repetytywnych o *dym pochodzeniu m. in. wirusowym

I retrowirusowym, co mze przemawia za ich degeneragj podobm do tej, jaka ma
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miejsce w chromosomie Y u zwietz(lub W, gdy heterogametyczna jestipienska),
u ktérych posiada on niewiglkilos¢ gendéw i zawiera znaczne $lb sekwencji
repetytywnych (Ainsworth 2000, Charlesworth i Guatm1999). Obecrs¢é duzych
ilosci sekwencji repetytywnych stwierdzono m. in. w ahosomach Y uRumex
acetosaShibata i in. 2000a).

Proponowanych jest kilka mechanizméw prowgyzh do utraty genodw,
pocztkowo obecnych na obu chromosomach pici, przeznohsom Y. Jednym z nich
jest zapadka Mullera, zgodnie z kidgrajnizsza liczba szkodliwych mutacji w populaciji
przy braku rekombinacji nme tylko wzrasté, poniewa chromosomy zawiergge
najmniej szkodliwych mutacji zostajwskutek losowego mutowania utracone, a na
skutek braku rekombinacji nie mpgosta@ odtworzone. Inny z niiwych proceséw
polega na utrwalaniu szkodliwych mutacji, gdprzy braku rekombinacji asone
calkowicie sprzzone z mutacjami faworyzowanymi przez dobor natyraln
(Charlesworth i Charlesworth 2000, Charlesworthutt@an 1999).

Degeneracja chromosomu Y zwana jest z konieczhcig wyksztatcenia i
mechanizméw odpowiedzialnych za kompensagweki, czyli wyrdwnanie aktywrici
genow sprgzonych z pici. U ssakdw polega ona na epigenetycznej inaktywacji
jednego z chromosoméw X, a Drosophila na okoto dwukrotnie intensywniejszej
transkrypcji genéw w chromosomie X u samcéw (Clsavlmth 1996). Nie jest
jednoznacznie potwierdzone czy podobne procesyoriaghowniez u raélin, poniewa
zmniejszon gestad¢ gendw mana rownie tlumaczy akumulacp sekwencji
repetytywnych w obszarach ¢gdizygenowych oraz intronach, a nie wraktywnych
genow przez rdinny chromosom Y. Za wyspowaniem degeneracji chromosomu Y
u niektérych rélin przemawia fakt,ze brak chromosomu X me by letalny
(Charlesworth 2008). Zjawisko takie opisano u atrapych na drodze androgenezy
haploidow Silene latifolia Pomimo, ze rozklad pici otrzymanych ¢bn powinien
wynosk 1:1, w eksperymencim vitro otrzymano wydcznie raliny zenskie, przez co
przyjeto, ze brak chromosomu X jest letalny (Ye i in. 1990).

Degeneracja chromosomu Y jest rOowniesiekiedy podawana jako jedna
z mazdiwych przyczyn ilgciowej przewagi rélin zenskich w populacjach gatunkéw
takich jak Rumex acetosa Silene latifilia poniewa maze doprowadza do
wolniejszego kietkowania ziaren pylku nigych chromosom Y i zmniejszenia ich
konkurencyjnéci w stosunku do ziaren warunkaych pi€ zenska (Charlesworth
2002).
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Aby jednoznacznie stwierdzi czy u ralin ma miejsce degeneracja
chromosomu Y konieczne gsbadania genéw na chromosomie Y oraz ich
odpowiednikbw na chromosomie X w celu poszukiwaoiznak ich degeneracji
(Charlesworth 2008). Jednak jak ghibtznanych jest niewiele takich par. Najlepiej
poznam pod tym wzgtdem rdling jest Silene latifolig u ktorej pierwszym opisanym
genem spetniacym te warunki bytMROS3, znajdujcy sk na chromosomie X,
kodujacy mesko-specyficzne biatko. Na chromosomie Y wpsije jego odpowiednik,
ktory jest zdegenerowany na skutek delecji i akamjulsekwencji repetytywnych
(Guttman i Charlesworth 1998). Innym przyktademsapym u tego samego gatunku
jest para gendbwSLX-1i SLY-1 gdzie gen na chromosomie Y wykazuje cechy
pocatkowego stadium degeneracji, a polimorfizm jego veahkcji jest 20-krotnie
mniejszy nk w przypadku gensLX-1znajdujcego s¢ na chromosomie X (Fllatov
i in. 2000). Konieczne gs dalsze poszukiwania gendw na chromosomie Y i ich
homologéw na X oraz analiza tych par, az&lstwierdzenie czy geny znalezione na
chromosomie Y @ aktywne w celu ustalenia czy podobnie jak u zwierma miejsce
ich degeneracja. Jednak proces ewolucji chromosoptéinmaze sk rozni¢ u railin
i u zwierzt, poniewa u raslin okrytonasiennych znaczna dtogenéw ulega ekspresji
w haploidalnym ziarnie pytku, co me chroné geny zawarte w chromosomie Y przed
degeneragj (Charlesworth 2008).

Jak wskazuj na to najnowsze badania (Miller i Kesseli 2011ardziej
zaawansowana degeneracja genetyczna chromosom8§. Yatifolia pozostaje spraav
watpliwa. Autorzy ci opisuy mutacg w regionie supresorowym chromosomu Y
(gynoecium-supression region of the Y chromojomktéra powoduje
hermafrodytyczn& roslin posiadajcych ten chromosom obok chromosomu XslRy
hermafrodytyczne przekazugmutowany chromosom Y (¥ nie tylko w linii meskiej,
ale i zenskiej, co umaliwia wykorzystanie ich jako zeaskich partnerow
w krzyzowaniach kontrolnych (X¥ x XY). Wyniki takich krzyowax wykazaty, ze

potomstwo YY" powstaje i jestywotne.
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2.3. Proporcje pici w populacjach r@linnych

U roslin z chromosomow determinagj pitci osobniki mgskie i zenskie
powinny by wytwarzane w rownych ikeiach. Jednak w wielu populacjach takich
roslin stwierdzono odchylenie proporcji pici od stokunl:1 zaréwno w kierunku
przewagi liczebnej picizenskiej np. u Rumex acetos#Btocka-Wandas i in. 2007,
Korpelainen 2002)R. thyrsiflorus(Zarzycki i Rychlewski 1972, Rychlewski i Zarzycki
1981, 1986)R. hastatulugSmith 1963) i R. nivalis (Stehlik i Barrett 2005) jak i pici
meskiej np. w starszych, ustabilizowanych populacjaRh acetosella (Escarré
i Houssard 1991).

Proponowanych jest wiele mechanizmoéow amgh modyfikowé proporcje
ptci, ktére mog dziata& zar6wno prezygotycznie jak i postzygotycznie. J@aen
Z mechanizmoOw prezygotycznych wymienia sdchylenie mejotyczne (angieiotic
drive), polegajce na obecnmi gendéw majcych wpltyw na proporcje pici poprzez
powodowanie selektywnego zamierania jednego z tymiaven pyiku niogcych
chromosom X lub Y (de Jong i Klinhamer 2002). Geayzwykle g zlokalizowane
w jednym z chromosoméw pici i wptywapa wytwarzanie gamet zawiegeych inny
typ chromosomu pici niten, na ktérym sgiznajduj. Zazwyczaj powoduj zwiekszora
ilos¢ samic w potomstwie, zaigc jedynie od genotypu organizmu rodzicielskiega ptc
meskiej. Zjawisko to najlepiej poznane jest u zwigrzPrzyktady odchylenia
mejotycznego chromosomow pici opisano u owadoveké&w, ale rownig wsrdd raslin
okrytozahzkowtych (Jaenike 2001).

Istotny wplyw na pté potomstwa mee mi€ takze oddziatywanie tkanek
rosliny matecznej na rospg tagiewke pytkowa, jezeli jest ono réne w zalenosci od
tego, ktéry z chromosomoéw pici zawiera kiekkag ziarno pytku. Mechanizm ten weo
dziat& tylko wsrod railin, u ktorych heterogametyczna jest dhneska, poniewa
wowczas wytwarzaneasdwa typy ziaren pytku posiadage r@zne typy chromosomow
ptci (de Jong i Klinhamer 2002).

Kolejnym mechanizmem magym dziald prezygotycznie jest certacja,
mechanizm zaproponowany po raz pierwszy przez @sar¢l917, 1922, 1928), may
zZwigzek z intensywngxia zapylenia. W przypadku jego zkj intensywneci obserwuje
sig zwigkszory proporcg roslin zenskich w potomstwie. Wynika to ze
wspoizawodnictwa wielu ziaren pylku kiellsgych na znamieniu jednego stupka.
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tagiewka pytkowa ziaren pytku posiadeych chromosom X gmie szybciej ni tych,
ktore zawieraj chromosom Y, co me wynika& z postulowanej degeneracii
chromosomu Y. Wraz z ohm@niem intensywrsei zapylenia zmniejsza ¢irowniez
odchylenie proporcji ptci od 1:1 (de Jong i Klinham2002, Rychlewski i Zarzycki
1975, Stehlik i Barrett 2006). Postzygotycznie napprcje ptci nasion wpltywamaze
selektywne zamieranie zarodkow powodowane przedingo matecza (de Jong
i Klinhamer 2002).

Wydaje s¢, ze istotne znaczenie dla ksztattowania proporcjii ptc
w populacjach naturalnych, zwtaszczdliro wieloletnich, ma réwnig zrGznicowana
smiertelnd¢ kazdej z pici. R@liny meskie i zenskie ponosz rozne koszty reprodukcji.
Zazwyczaj to réliny zenskie lokup wieksza czes¢ swoich zasobow w reprodukcjizni
rosliny meskie, co prowadzi do ich zgkszonej wraliwosci na czynniki
srodowiskowe, powoddg ich wieksz smiertelngé¢, op&nia pierwsze kwitnienie oraz
zmniejsza jego estotliwos¢. Skutkuje to przewagliczebry kwitnacych raglin meskich
w populacji, ktéra jest najezciej spotykanym zaburzeniem proporcji pfci
u roslin (Obeso 2002, Stehlik i Barrett 2005). Przewdgéciowa rclin zenskich jest
rzadsza i wyspuje zwykle u gatunkéw z chromosompdeterminagj ptci, nalezacych
do rodzajowsSilene RumexCannabisi Humulus(Lloyd 1974).

Prawdopodobnie przewaga liczebna peiskiej u wekszaci gatunkow nie
powstaje na okgdonym etapiezycia raslin, lecz ksztattuje si stopniowo. URumex
acetosai R. nivalis stwierdzono niewielk ale istoty statystycznie przewagziaren
pytku determinujcych pte zenska (Btocka-Wandas i in. 2007, Stehlik i in. 2007).
Dostpne dane potwierdzajrowniez wyskpowanie ragnych od 1:1 proporcji pici
nasion (tzw. pierwotny stosunek pici) u rodzaj8iene Rumex Cannabisi Humulus
(Lloyd 1974), chocia nie wszystkie wyniki badato potwierdzaj. Doswiadczenia
przeprowadzone przez Korpelainen (2002) Riamex acetosaraz przez Purrington
I Schmitt (1998) naSilene latifolia nie wykazaty istotnych statystycznie odchiyle
w pierwotnym stosunku pici. Natomiast badania aparta analizie kariotypu
kietkujacych nasion uR. thyrsifloruswykazaly, ze proporcje ich pici odbiegajod
stosunku 1:1 (Rychlewski i Zarzycki 1981), chacearzuca s im bfad polegajcy na
nieuwzgkdnieniu nasion nie kietkagych. Jednak rownieprzy pomocy markerow
molekularnych wykazano istotne statystyczniezniée w ilasci nasion mskich
I zenskich m. in. urR. nivalis(Stehlik i Batett 2005). Nie nzoa catkowicie wyklucz§,

7€ na pierwotne proporcje ptci ma wptyw wczesne eaamie zarodkéw, jednak wyniki
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doswiadczé polegagcych na zbadaniu wpltywu intensywiod zapylenia na proporcje
ptci otrzymanych nasion wskazupa certag. Rychlewski i Zarzycki (1975, 1986)
wykazali, ze uR. acetosa R. thyrsiflorus w warunkach wikszego stzenia pytku
wytwarzana jest wksza ilg¢ nasionzenskich niz mgskich. Podobne wyniki otrzymali
Conn i Blum (1981) R. hastatulusJednak ze wzgtlu na stwierdzenie zaburzonych
proporcji ptci pytku, mana sdzi¢, ze oprécz certacji dziata zeinny mechanizm
wptywajacy prawdopodobnie na zgkszone zamieranie ziaren pytku determaeych
pte¢ meska (Btocka-Wandas i in. 2007, Stehlik i in. 2007).

Nie jest réwnie pewne czy wspoéizawodnictwo gametofitbw ma miejsce
u wszystkich gatunkow, u ktérych stwierdzono przgwhczebry pici zenskiej, oraz
czy w populacjach naturalnych wyptija na tyle wysokie stzenia pytku, aby mogta
wystpi¢ certacja. W przypadk8ilene latifolianie stwierdzono istotnego statystycznie
wptywu intensywnéci zapylenia na pierwotne proporcje pici (Carrdilulcahy 1993).
Takze w ddwiadczeniu majcym symulowd warunki panujce w naturalnych
populacjachR. acetosanie stwierdzono wptywu wspoétzawodnictwa ziarenkpyha
proporcje ptci otrzymanych nasion Rychlewski i dada (1975). Z drugiej strony,
Stehlik i Barrett (2005) zaobserwowali zgodny z mledh certacji zwjzek pomedzy
udziatem relin zenskich w populacjachR. nivalis a proporcy ptci wytwarzanych
nasion. W populacjach o silniej przewadzélirozenskich, udziat nasion tej pici byt
mniejszy nk w przypadku, gdy pochodzity one z populacji o283ej frekwencji
kwitnacych raglin meskich, czyli o wikszym sgzeniu pytku, ktére powinno si
przekltada na wkgksz ilos¢ ziaren pylku na znamionach stupkédw oraz ich
wspotzawodnictwo. Ci sami autorzy (2006) wykazalivniez, ze mazna manipulowé
proporch pici nasion tego gatunku poprzez zmiamlegtaci pomiedzy railing zenska
i meska, ktora wptywa na ilé¢ pylku osiadajcego na stupkach oraz najwysz
frekwencg nasionzenskich, s¢gajaca niekiedy 100%, uzyskuje ¢sipoprzez sztuczne
zapylenie. Powodem prawdopodobnie jest nanoszenenvgposob znacznie ¢kiszej
ilosci ziaren oraz to,ze wszystkie one pojawidjsie w tym samym czasie na
znamionach (a nie jak w przypadku zapylenia przegrw r&znych odsg¢pach czasu),
co sprzyja wspotzawodnictwu gametofitbw. Dowody qmawiajce za
wystepowaniem certacji u gatunkéw z rodz&umexwydap sie dos¢ mocne, inaczej
jest jednak w przypadk8ilene Taylor (1994) opowiada¢siza genetyczndeterminacj
nierownego stosunku ptci 8. latifolia Zgodnie z teos restorerow jest to cecha

warunkowana wielogenowo. Za wygpbwanie przewagi liczebnej dlon zenskich
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u tego gatunku odpowiadageny zlokalizowane na chromosomie X lub na aut@dm
natomiast na chromosomie Y neowystpowa gen restorerowy, ktéry znosi dziatanie
tamtych genow i prowadzi do wyréwnanych proporégi.pPrawdopodobne jeste gen
powodujcy odchylenie proporcji pici na rzecz przewagi dbnej r@lin zenskich
znajduje st na chromosomie X lub jest dziedziczony w limenskiej, poniewa
zwigkszona ilég¢ roslin tej pici skutkuje zwikszory liczba kopii tego genu. Geny te
u S. latifolia nie zostaly deid dobrze poznane, jednak wiele wskazuje, & to
samolubne elementy genetyczne. Takaly system odpowiedzialny za proporcje pici
moaoze objawid si¢ ich znacznym zrnicowaniem pongidzy populacjami. Mogistniet
populacje, w ktorych obecny jest tylko gen zabu@aajproporcje pici, a brak genu
restorerowego, w ktorych proporcje pici ksztattujglko zmiennd¢ zwiazana

Z obecnécia pierwszego z tych genow oraz populacje, w ktorgobkzto do utrwalenia
tego genu, a za proporcje pici odpowiada frekwerggau restorerowego. zidi
obydwa loci g polimorficzne to proporcje picigsefektem ich wzajemnej interakciji.
Obecnd¢ takich gendéw zazwyczaj powoduje takznaczne rnice stosunkow pici
potomstwa rélin pochodacych z tej samej populacji (Taylor 1998). Innymuydiiem,

u ktérego podejrzewa esigenetycza determinagj proporcji pici jest wierzbeBalix
viminalis. Analiza proporcji pici potomstwa me wskazywdé na obecn& gendow
cytoplazmatycznych powodigych niejednakowe proporcje pici, oraz restorerow
zlokalizowanych w genomiagrowym. Jednak wnioskowanie na temat lokalizaghty
genéw utrudnia brak pewsd, czy rglina ta posiada chromosomy pici (Alstrom-
Rapaport 1997).

Dzigki genetycznej kontroli proporcji ptci me istni€ potencjat dla zmian
ewolucyjnych oraz kontroli przez dliny alokacji zasobéw w stosunku doznych pici
potomstwa. Dla kalej populacji istnigj optymalne proporcje pici zalee m. in. od
czestosci wyskpowania zapylenia pordzy blisko spokrewnionymi gtinami,
powodupcego depresgj wsobry 1 nizszy jakos¢ nasion. Gdy populacja aginie
optymalny stosunek pici, nie ¢tizie mogta by zdominowana przez mutanta
wytwarzagcego potomstwo o odmiennych proporcjach pici. Wypadku braku
zapylenia pomidzy blisko spokrewnionymi ginami, optymalne dla iny matecznej
jest rownomierne inwestowanie swoich zasobdéw w \ayhanie nasion askich
i zenskich. Oznacza to stosunek pici potomstwa rowny feZeli koszt wytworzenia
nasion obydwu pici jest jednakowy, czyli gdya sone podobnej wielkii.

W przeciwnym wypadku powinno Bywytwarzane wicej nasion tej pici, ktora
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wymaga mniejszych naktadow.zééi w populacji dochodzi do krzpwania st ze soh
roslin spokrewnionych, korzystniejsze jest wytwarzawiekszej ilaici nasionzenskich
niz meskich, poniewa u raslin dwupiennych stopiezapyleé w pokrewidistwie wzrasta
wraz ze zwgkszonym wytwarzaniem eskiego potomstwa (de Jong i Klinkhamer
2002).

Stwierdzone aberracje stosunku pici nasion sosunkowo niewielkie
w poréwnaniu do obserwowanych na etapie kwitnien@prowadzi do wnioskuse
istotny wptyw ma tu wiele czynnikow oddziatywaglych na reéliny na r&nych etapach
ich rozwoju. Potwierdzajto wyniki otrzymane przez Stehlik i Barrett (2008)ykazali
oni, ze przewaga iléciowa picizenskiej u Rumex nivalisvzrastata od 0,59 (proporcja
nasion zenskich wyraona jako stosunek nasiarenskich do wszystkich) u nasion,
poprzez 0,78 u niekwitigych ralin, az do 0,87 wrod kwitmacych rglin, co maoe
swiadczy¢ o wyzszejsmiertelndci roslin meskich niz zenskich. Potwierdzit to réwnie
eksperyment szklarniowy przeprowadzony przez tyrhysh autorow. W tym samym
doswiadczeniu stwierdzono réwriezwiazek pomedzy ograniczoa dostpnaicia
sktadnikébw odywczych a wzrostensmiertelngci roslin meskich, podczas gdy taka
zaleznosé nie dotyczyta rélin zenskich. Swiadczy to o maliwym wptywie warunkéw
srodowiska na proporcje pifci. Im bardziej niekormgst warunki, tym wiksze
odchylenie w kierunku zwkszenia liczebngi roslin zenskich w stosunku do eskich.
Réwniez w przypadku dtlugoterminowej obserwacji sdaadczalnej puli rélin
R. thyrsiflorus zaobserwowano wgz $miertelng¢é roslin - meskich w  kadym
kolejnym roku deéwiadczenia, co prowadzito do pegtania s¢ przewagi liczebnej
roslin zenskich (Rychlewski i Zarzycki 1986). Jednak te gaiunrodzajuRumexraczej
stanows wyjatek, poniewa uwaza sk, ze to ragliny zenskie zazwyczaj inwestuj
wigkszy czes¢ swoich zasobdéw w reprodukcjco czyni je bardziej widiwymi na
niekorzystne warunkgrodowiska. Dlatego tew optymalnych warunkach proporcje
ptci w populacji nie powinny sirdznic od tych obserwowanych w nasionach, natomiast
warunki stresowe mag doprowadzi do powstawania populacji sktadeych se
wytacznie z rd@lin meskich. Zr&nicowana smiertelng¢ roslin kazdej z pici ma
szczegoOlnie dwy wptyw na proporcje pici rdin wieloletnich rozmnaajacych sé
wegetatywnie (de Jong i Klinkhamer 2002). Taki ¢festwierdzono m. in.
u R. acetosella W mitodych populacjach tego gatunku obserwowanadwgane
proporcje pici, lub nawet przewadiczebry roslin zenskich, natomiast w starszych

populacjach wyspowata przewaga fbn meskich. Obserwacje teaszgodne z teosi
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alokacji zasobdéw. Rdtiny zenskie  zmuszone do inwestowania gkézej czsci
swoich zasobow w rozmpnanie generatywne, co powoduje spadek ich wegetatyan
wzrostu oraz oburenie zdolnéci do wspotzawodnictwa z fnami meskimi na tym
polu (Escarré i Houssard 1991).zdk rosliny zenskie ponosz wyzsze koszty
rozmnaania ptciowego, to oprécz ich wgzejsmiertelngci, ktéra zostata stwierdzona
u wiekszaici analizowanych pod tym wzglem gatunkéw, powinny one
charakteryzowa sie mniejszymi rozmiarami ui rosliny meskie. Przypuszczenie to
okazato si jednak prawdziwe tylko w odniesieniu doslin drzewiastych.Zenskie
okazy gatunkéw zielnychas reguty wiksze od raskich. Maze by to zwiazane réana
prespj selekcyja, ktora promuje wiksze rozmiary rédin meskich u gatunkow
drzewiastych ze wzgllu na fatwiejszy dogp do ra@lin zenskich i zwkgkszone
wytwarzanie pytku, podczas gdy, uska zielnych zalei mniejszych rélin me¢skich

bedzie wczeéniejsze dojrzewanie i wcgmiejsza reprodukcja (Obeso 2002).

2.4. Poszukiwanie sekwencji charakterystycznych
dla chromosomow pici u rdlin

Najczscie] do poszukiwania sekwencji charakterystyczngtzhchromosomu
Y wykorzystuje st metody pozwalage na generowanie gej ilosci losowych
fragmentow DNA, takie jak RAPD (angRandomly Amplified Polymorphic DNAub
AFLP (ang. Amplified Fragment Length PolymorphismVV tym celu dokonuje si
poroéwnania profili pgzkowych uzyskanych tymi metodami dla pewnejsdioroslin
meskich i zenskich poszukujc prazkéw wysepujacy wylacznie u rélin meskich.
Nastpnie pazki takie poddaje siklonowaniu i stosuje sijako sondy w hybrydyzacji
typu Southern z genomowym DNA stm roznych pici w celu potwierdzenia ich
specyficznéci wzgledem chromosomu Y. Pozytywnie zweryfikowane klonyzme
podd& sekwencjonowaniu, co pozwala na poznanie specydwartych w nich
sekwencji oraz na konwegsjotrzymanych markerow pici w markery SCAR (ang.
Sequence-Characterised Amplified ReQidl podobny sposéb Mandolino i in. (1999)
opracowali marker pozwakgy na okrélenie pici u Cannabis sativa Pomimo, ze
w analizie RFLP (angRestriction Fragments Length Polymorphjspnzy wyciu jako
sondy sklonowanego produktu RAPD charakterystycaratg pitci ngskiej nie uzyskali

oni profili charakterystycznych dladiin meskich, jednak po opracowaniu starteréw dla
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tej sekwencji otrzymali marker SCAR day pojedynczy produkt o wielkoi 390 pz
u roslin meskich oraz dwa produkty: 560 i 870 pzzenskich. Na zmniejszenie liczby
koniecznych do wykonania reakcji RAPD lub AFLP paiav zastosowanie analizy
zbiorczych prob segregantow (BSA — aBgllk Segregant AnalygigMichelmore i in.
1991). Dodatkow zalety zastosowania BSA do poszukiwania markerow ¢qonmzych

Z picia jest maliwosé wykrycia nie tylko sekwencji pochoglzych z chromosomu Y,
ale réwnie X. Metoda ta oparta jest na porownaniu dwoch pgrgbewstatych przez
zmieszanie DNA rdin zeaskich i osobno gskich pochodzcych z pojedynczego
krzyzowania przy uyciu markeréw takich, jak np. RAPD. z&i marker obecny
u raéliny ojcowskiej jest rownig obecny w probie mieszanej powstatej z DNAliro
meskich, ale nie ma go w probie DNA stm zenskich naley przyja¢, ze jest on
sprzzony z chromosomem Y. Natomiastz¢d wariant ojcowski dziedziczony jest
wytacznie przezzenska préb; mieszan oznacza to,z jest on zlokalizowany na
chromosomie X (Filatov 2005). BSA wykorzystano dp.stworzenia markerow SCAR
amplifikujacych fragmenty DNA charakterystyczne dla chromosom6 S. latifolia

i S. dioica(Zhang i in. 1998).

Podef§cia te mana stosowa rowniez u gatunkoéw, u ktérych nie wysgiuja
heteromorficzne chromosomy pici, nawet w przypadgdy pte jest warunkowana
przez jeden locus, lecz wowczas wymagany jestydoakiad pracy zwzany
Z koniecznécia przeanalizowania chej ilosci profili prazkowych (de Jong i Klinhamer
2002). U Asparagus officinaliza pté odpowiada jeden locus. Domigay allel M
warunkuje pté meska, a recesywnym — zenska. Przy krzyowaniu r@lin zenskich
0 genotypiemm z neskimi Mm otrzymuje st potomstwo o proporcjach pici 1:1,
natomiast z rélinami meskimi o genotypiedMIM — wylacznie potomstwo o pici askiej.
Stosujpc analiz skrajnych segregantow przetestowano stosunkowma diczbe
starterow RAPD (760) i otrzymano tylko dwa produltykazupce korelagj z allelem
M. Jeden z nich przeksztatcono w marker SCAR (Ji&igk 1997).

Markery SCAR dla pici rskiej opracowano rownie dla wielu innych
gatunkéw rélin dwupiennych, npHumulus lupulugPolley i in. 1997)Salix viminalis
(Gunter i in. 2003)Bryonia dioica(Oyama i in. 2008)Actinidia chinensigFraser i in.
2009) iCarica papaygDeputy i in 2002).

Istniejy rowniez inne metody wyszukiwania gendéw i sekwencji
z chromosomu Y, #wod nich g: izolacja chromosomoéw Y poprzez mikrodisekitjb

przy wyciu cytometrii przeptywowej oraz hybrydyzacja situ (FISH) klonéw
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genomowych. Do wad podeja polegajcego na izolacji chromosoméw Y zali¢zy
nalezy znaczny stopie skomplikowania tej metody, da wymagania spetowe,
niewielka ilos¢ uzyskanego DNA, ktora wymaga amplifikacji przy pmy PCR ze
zdegenerowanymi starterami, ponadto jest ono bandadiwe na kontaminagj Poza
tym, podejcie takie jest mdiwe do zastosowania tylko u gatunkéw, u ktorych
chromosom Y dostateczniezrd sic morfologh od X oraz autosomoéw. FISH mm by
uzyty zarébwno do potwierdzenia specyficZoowzgledem chromosomu Y sekwencji
uzyskanych innymi metodami jak i poszukiwania nolwvyac takiej specyficzrii.
Ograniczenie tej metody stanowi jednak wymaganaa duelkas¢ sondy (min. 5 kb),
co powoduje,ze zawiera ona €sto sekwencje powtérzone, przez co zmosk
przylaczy¢ do r&znych chromosomoéw (Filatov 2005).

Markery molekularne pozwalgje na okréenie pici mog znaled
zastosowanie w hodowli i uprawieshm dwupiennych. Przyktadem me by chmiel
zwyczajny Humulus lupulus W przypadku tej rdiny korzystna jest wczesna
identyfikacja ptci, poniewajako surowca do produkcji piwazywa sk niezapylonych
kwiatéw zenskich, dlatego wskazana jest wczesna identyfikaogin meskich i ich
eliminacja z uprawy (Polley i in. 1997). Rowniav przypadku szparagagparagus
officialis) istotna jest pke uprawianych rélin, poniewa rosliny meskie zapewniaj
wyzszy i lepszy jakéciowo plon (Jiang i Sink 1997). Molekularne markeuigi s

rowniez uzywane do okrdania pierwotnych proporcji ptci tin dwupiennych.

2.5. Sekwencje pochodice z chromosomoéw pici
R. acetosa

Do gatunkow rélin o stosunkowo diej ilosci poznanych sekwencji
chromosomow Y obolSilene latifolianalezy rowniez Rumex acetosaChromosomy Y
tego gatunkusDAPI pozytywne, AT-bogate i zawiergfluzo sekwencji powtérzonych
tandemowo oraz elementow transpozycyjnych (Marioiti. 2006, 2009, Shibata i in.
2000a). W przypadku retroelementow badania nie waliya ich akumulaciji
w chromosomach YR. acetosaraczej byly one réGwnomiernie rozproszone we obu
typach chromosomow pici tego gatunku (Mariotti i 2006). Pomimo to, Rahman
i Ainsworth (2004) opisali sekwencje dwoclkeskospecyficznych prkow uzyskanych
metody AFLP, nazwanyctMADR1i MADR2 (ang.male-associated DNA sequence in
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Rumex acetogai stwierdzili, ze druga z nich wykazuje znaczne podabieo do
retroelementow wyspujacych u rénych organizmoéw.

Shibata i in. (1999) wykorzystali mikrodisekajlo izolacji chromosomoéw Y
szczawiu, nagpnie zamplifikowali otrzymane DNA przy pomocy zdegeowanych
starterow (DOP-PCR) i stworzyli bibliotekzawieragca fragmenty DNA pochodgce
z chromosomow Y, w ktérej znale dwa klony dajce sygnat hybrydyzacyjny tylko
z DNA radlin meskich. Dalsza analiza wykazalee zawierag one fragmenty sekwencji
repetytywnej o dlugéi pojedynczego powtdrzenia okoto 930 pz, wpsface] na
chromosomach ¥i Y. Jednostka powtérzona zostata sklonowana, zsekarewana
I nazwanaRAY Sl(ang.R. acetosa¥ chromosome specific sequerelest to wysoce
repetytywna sekwencja obecna wo#nie na chromosomach R. acetosa gatunkow
blisko z nim spokrewnionych, posiadeych system chromosomow pici XX/XY . Jej
obecndci nie stwierdzono u gatunkdWRumexo systemie chromosomow XX/XY
takich, jak R. acetosellaoraz uzadnej z odmiarR. hastatulus(Navajas-Peréz i in.
2006). Dalsze badania wykazalye mana wyr@ni¢c dwa warianty tej sekwenciji:
RAYSI-Si RAYSI-J R&ni je okoto 90 miejsc diagnostycznych. Obegh@bydwu
wariantow stwierdzono R. acetosaale uR. papillaris innego gatunku z sekcji
Acetosanie znalezion®RAYSI-§Navajas-Peréz i in. 2005a).

Do poszukiwania sekwencji charakterystycznych dlaomosomow pici
R. acetosawykorzystano take analiz skrajnych segregantow (BSA). Wykryto dwie
kolejne sekwencje repetytywne charakterystyczne afleomosomoéow Y:RAYSII i
RAYSIII. Pierwsza z nich wygpuje w dwoch daych blokach tylko na chromosomie
Y1, a druga w wielu loci rozproszonych na obu chramnasch Y (Mariotti i in. 2009).
SekwencjeRAYS] RAYSIli RAYSIlInaleza do tej samej rodziny wraz z autosonzaln
sekwency RAE730 Wszystkie one stanowipowtOrzenia wyszego rzdu skladajce
sie z szdéciu do dziewgciu monomerdw o diugai 120 pz i jest prawdopodobngze
wywodza Sie z tego samego ancestralnego satDNA o s$ma takiej jednostce
powtdrzenia, chociaich ewolucja mogta przebieg@rzez etap o diugoi powtérzenia
360 pz, poniewatrzy powtdrzenia 120 pz ceclawgic wyzsza homologg (Mariotti i in.
2009).

Inng sekwencj repetytywn, ktérej obecnét stwierdzono na chromosomach
Y, ale nie wykazujca homologii z sekwencjamRAYS jest RAE180 Odkryto g
wykonujc trawienie restrykcyjne DNA &in meskich izenskich enzymentcadrl. Po
elektroforezie widoczne byty arki 180 i 360 pz specyficzne dlastim meskich. Ich
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wielkos¢ odpowiadata jednej i dwom jednostkom powtdrzonfRuig Rejon i in. 1994,
Shibata i in. 2000a). Sekwencja ta jednak nie ¢dstrakterystyczna wytznie dla
chromosomow Y, poniewaprzy pomocy FISH jej obecdd wykazano nie tylko na
obydwu chromosomach Y, aleztea autosomach 1 i 4 pary (Shibata i in. 2000a).
Wiekszai¢ poznanych dad sekwencji specyficznych dla chromosoméw Y
R. acetosgest bogata w pary AT i stanowi DNA repetytywny gNbtti i in. 2009,
Shibata i in. 2000a, Rahman i Ainsworth 2004). Gadmenie satelitarnych sekwencji
DNA, a wrdéd nich znacznych ikei RAYSI i RAE180 doprowadzito do
heterochromatynizacji chromosoméw Y gatunkéw malgch do sekcji Acetosa
Procesowi temu towarzyszyty rearacje chromosomow pici, ktére doprowadzity do
réznej dystrybucji heterochromatyny chromosoméw Y utugkow z tej sekcji

(Navajas-Peréz i in. 2009).

2.6. Ustalanie pierwotnych proporcji ptci przy
pomocy markerow molekularnych

U wigckszaici roslin dwupiennych nie wyspujg roznice morfologiczne
pozwalajce na okréenie pici przed kwitnieniem. Badania meg¢ na celu okidenie
proporcji ptci nasion, a poleggje na ich skietkowaniu i uprawie stm az do okresu
kwitnienia mo@ by¢ obarczone dwym bkdem wynikajcym ze zranicowanej
smiertelnagci roslin kazdej z pici. Poréwnujc proporcje pici dwoch grup lin: jednej
uprawianej w optymalnych warunkach i drugiej, digrkj warunki uprawy byty
niesprzyjajgce, mana przypé, ze smiertelnd¢ roslin nie jest powazana z pte tylko
wtedy, gdy ich proporcje pici w czasie kwitnienii fxeda Si¢ istotnie r@ni¢ (de Jong
i Klinkhamer 2002). Wyniki uzyskane dIR. nivalis przez Stehlik i Barrett (2005)
wykazup jednak wptyw warunkowsrodowiska na zrinicowary smiertelnag¢ roslin
meskich izeaskich.

Bardziej wiarygoda ocerg pierwotnych proporcji pici umdiwia metoda
oparta na okrdaniu pici siewek na podstawie obeéoio heteromorficznych
chromosoméw pici. Mina g stosowa tylko u gatunkéw o dobrze poznanych
chromosomach pfci, takich jak konopie, chmi&lenelatifolia i S. dioicaoraz niektére
gatunkiRumex(de Jong i Klinkhamer 2002). H. acetosa R. thyrsifloruspte¢ mozna

okresli¢ nie tylko na podstawie #ic w morfologii chromosoméw pici, ale rownie
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liczac chromosomy, poniewaze wzgédu na system chromosomow pici XX/XY5,
rosliny meskie izenskie r&nia sie liczba chromosomow (Rychlewski i Zarzycki 1975,
1981). Do wad tej metody nale zaliczy brak maliwosci okreslenia ptci nasion nie
kietkujacych, dlatego najbardziej wiarygodna jest analizEwotnego stosunku ptci
oparta na wykorzystaniu markerow molekularnych. &kdwa zalet tej metody
stanowi maliwos¢ jej zastosowania zaréwno u gatunkéw z heteronmrfimi
chromosomami pici jak réwnieu tych, ktére ich nie posiadgjale ich pté jest
warunkowana genetycznie (de Jong i Klinkhamer 20@) tej pory markery
molekularne wykorzystano do ustalania proporcjii pfa. in. Rumex acetosa
(Korpelainen 2002)R. nivalis (Stehlik i Barrett 2005) Distichlis spicata(Eppley
2001).

Metodk alternatywia do wykorzystania markeréw molekularnych startowi
moze okrelanie pici przy pomocy cytometrii przeptywowej. Radla ona zardwno na
okreslenie pici sporofitu jak i gametofitu, jednak jegstosowanie jest ograniczone do
gatunkéw o dostatecznie zj raznicy ilosci DNA pomiedzy ptciami. Dobre wyniki jej
uzycia odnotowano u gatunkORumexz systemem chromosomow pici XX/XY», ze
wzgledu na nisk proporcg autosomow do heteromorficznych chromosomoéw pieied
chromosomy pici oraz obecfo nie jednego, a dwéch chromosoméw Y uliro
meskich (Btocka-Wandas i in. 2007, Stehlik i in. 2007

2.7. RodzajRumex

Rodzaj Rumex (rodzina Polygonaceak stanowi dogodny model do bada
dotyczcych zarowno chromosomow pici oraz systemoOw detenji pici jak
I proporcji ptci w populacjach. Nate do niego gatunki jednopienne, dwupienne,
zenskojednopienne i hermafrodytyczne, co ufivaa badania nad ewolug)
rozdzielnoptciowdéci u rcilin. Niektére z gatunkéw dwupiennych posiadaj
heteromorficzne chromosomy pici. €z z nich ma system chromosomalny XX/XY,
ale g tez i takie, u ktérych wyspuje system XX/XYY, a wsrod nich m. inR. acetosa
i R. thyrsiflorus Wéréd gatunkéw z chromosomami pici stwierdzonane systemy
determinacji ptci. U niektérych z nich jest on, pbdie jak uDrosophila melanogaster

oparty na proporcji iléci chromosomow X do kompletow autosomow (X/A), prak
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gdy u innych gatunkéw jest to taki sam system, jasiepuje u ssakéw, zwrany
Z obecnécia aktywnego chromosomu Y.

Rodzaj Rumexdzieli sg na cztery podrodzajeAcetosa Acatosella Rumex
i Platypodium W podrodzajuAcetosawyréznia sk sze&c sekcji: Acetosa Americanae
Scutatj Hastati Vesicariii AfroacetosaNavajas-Peréz i in. 2005b). Do seki&fietosa
zalicza st R. acetosd gatunki blisko z nim spokrewnione, czyli m. iR. papillaris
R. nivalis R. thyrsiflorusi R. arifolius (Navajas-Peréz i in. 2009, Stehlik i Blattner
2004, Rychlewski i Zarzycki 1981)a%o0 gatunki dwupienne, posiadeg chromosomy
ptci XX u roslin zeaskich 1 XY;1Y, u neskich, a ich pté jest determinowana na
podstawie proporcji X/A. Podstawowa liczba chronméw gatunkéw z tej sekcji
wynosi 7, u rélin zenskich wysepuje 14 chromosomow, a ugskich 15 ze wzgldu na
obecnd¢ dwoch chromosomow Y (Navajas-Peréz i in. 20050920

Jednym z gatunkéw nalgcych do sekcjiAmericanaejest R. hastatulus
U tego gatunku typ chromosomow pici uzaleny jest od miejsca pochodzenia.
U roslin pochodacych z Poéinocnej Karoliny wygbuje system chromosomow
XXIXY 1Y, a u ralin z Teksasu — XX/XY. Do pozostatych sekcji tegodpodzaju
zalicza st zaréwno gatunki dwupienne, hermafrodytyczne, p@oligzne jak
I zenskojednopienne. Do podrodzajlicetosella naleza tylko dwa gatunki:
R. acetosellai R. graminifolius S one dwupienne, posiadajchromosomy pici
(XX/XY), a mechanizm determinacji pici oparty jest aktywnym chromosomie Y. Do
podrodzajuRumexnaleza gatunki hermafrodytyczne takie jak riR. crispus Wyjatek
stanowi jednopiennyR. giganteus Natomiast hermafrodytycznRR. bucephalophorus
stanowi jedyny gatunek z podrodzaRlatypodium Jednak analiza filogenetyczna,
oparta na gdrowej sekwencjiITS (ang. Intergenic Transcribed Spacers) oraz
plastydowych sekwencjach intronu getnoL i odcinka medzy genamirnL-trnF, nie
potwierdzita tej klasycznej systematyki rodz&umex Otrzymane wyniki potwierdzity
spojna¢ podrodzajuAcetosanie analizowandr. nivals, R. thyrsiflorusi R. arifoliug,
ale nie dostarczyty dowoddéw na ednai¢ podrodzajowAcatosellai Platypodium
Dwupiennd¢ polgczona z posiadaniem chromosomow pici  prawdopodobnie
wyewoluowata u Rumex tylko raz. Wszystkie wykazage te cechy gatunki
eurazjatyckie i amerykakie nalea do jednego kladu wraz z hermafrodytycznym
R. bucephalophorys co przeczy teorii mowcej o wielokrotnym powstaniu
rozdzielnoptciowéci w ich obebie. Dwupienné w obrkbie tego kladu powstata

stosunkowo niedawno, bo jakesicenia okoto 15-16 milionow lat temu. Osobny klad
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stanows gatunki hermafrodytyczno-poligamiczne, poligammzenskojednopienne
wraz zR. sagittatusktory jest dwupienny, ale nie posiada chromosoméniv Moze to
odzwierciedld role zenskojednopienngi jako etapu na drodze do ewolucji
dwupienndci z gatunkéw hermafrodytycznych. Otrzymane drzefifogenetyczne
pokrywa s¢ z klasyfikacj oparty na podstawowej liczbie chromosoméw (ryc. 1).
(Navajas-Peréz i in. 2005b).

W obrbie grupy diploidalnych gatunkow eurazjatyckich mexrykaskich
wystkepuja dwa siostrzane klady. Jeden z nich zawiera gatuakisystemie
chromosomow XX/XYY,, czyli R. acetosd taksony blisko z nim spokrewnione. Do
drugiego nalea w wiekszaici gatunki o systemie chromosomalnym XX/XY, alezak
R. hastatulug Poinocnej Karoliny posiadaly chromosomy XX/XYY .. Potwierdza to
ogolnie przygta teork, ze starszy ewolucyjnie jest system XX/XY, oréwiadczy
o tym, iz do powstania systemu XX/XY, w rodzajuRumexdoszto dwukrotnie: raz
u przodkaR. acetosa jego krewnych i drugi raz R. hastatuluz Po6inocnej Karoliny
(Navajas-Peréz i in. 2005b).

W grupie zawieragcej R. acetosai gatunki z nim spokrewnione o pici
decyduje stosunek X/A, a siostrzany do niej kladieea gtéwnie gatunki, u ktorych
pte¢ zalezy od obecnéci chromosomu Y. Jedyny watek wsrdd nich stanowi, podobnie
jak w przypadku systemu chromosomow pRi, hastatuluz Karoliny Pétnocnej. Na
podstawie tych wynikébw nmima stwierdz, ze starszym mechanizmem determinacji
ptci u Rumexjest system oparty na aktywnym chromosomie Y, atesy X/A
wyewoluowat z niego dwukrotnie w tej grupie dwupigoh (Navajas-Peréz i in.
2005b).
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@ Eurasian/American Dioecious Clade
R. graminifolius xuxy #

African Dioecious Lineage &7

100 R. acetosella xuxy B8
x=4
o R. hastatulus  xxxviv, #
(NCR) H

100 H

R. hastatulus ~ xxxy

(TXR) x=3, :
x=7
g1 [ A- paucifolius  wuxy ™

s

R. suffruticosus  xxixy B8 ;
o4 x=8

R. acetosa XX/XY{Yp BB

92 R. papillaris XKIXYYy 3

92!
94 100 R. tuberosus  xxxvy, ®o x=8
R. intermedius xxxvyv, 8
95|
R. thyrsoides  xxxvyr,
X=
R.bucephalophorus H
100~ - abyssinicus P
100 o5 | = R. lunaria P/G x=10
71 R. sagittatus
o [ A cyprius H/P
88 x=10
R. vesicarius H/P
o7 R. hastatus P/G
| x=10
2 R. roseus H/P
x=10
R. induratus H/P
100 | =R. scutatus Hp= | X=10
R. maderensis P/IG
— R. japonicus H =
ol R. crispus H =——
— R. cristatus H—
79 — 3. patientia H—
— R. pulcher H =
58
R. conglomeratus H
100 x=10
— R. sanguineus H —
75_[ R. aquitanicus H :I—
85 R. giganteus M
= . obtusifolius H=—
F. convolvulus H

Ryc. 1. Drzewo filogenetyczne rodzajlRumex stworzone metad najwiekszej
wiarygodngci na podstawie sekwencjadrowych i chloroplastowych (przy emtach
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podano wartéci samoprobkowania) zastawione z danymi na temablusy

podstawowej liczby chromosoméw (xX) w ebie tego rodzaju. Strzatka pokazuje
wezet, w ktorym doszio do powstania dwupiekcio H — oznacza gatunki
hermafrodytyczne, P — poligamiczne, Gzeaskojednopienne, M — jednopienne, D —

dwupienne (wg. Navajas-Peréz 2005b)
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3. Cele pracy

» ocena meliwosci uzycia wybranych markeréw pici opracowanych &amex
acetosau raslin pochodacych z polskich populacji tego gatunku oraz u dwoch
innych wysgpujacych na terenie Polski gatunkéw sek8jgetosaz systemem
chromosomow pici XX/XYY (R. thyrsiflorusi R. arifoliug

* analiza porownawcza efektow amplifikacji DNA tyctatgnkow z tayciem
wybranych  starterow na  powtarzalne  sekwencje  ziokalane
w chromosomach Y

* proba zastosowania tych samych starterbw u dwothingdw Rumexspoza
sekcjiAcetosaR. acetosellaR. hastatulus R. crispusw celu sprawdzenia, czy
ich genomy nie zawiergaj sekwencji zblkonych do wysipujacych
w chromosomach R. acetosa

* analiza proporcji ptci nasion pochedych z wybranych polskich populacji
R. acetosaR. thyrsiflorus

» préba znalezienia markeréw sgranych z ptci meska u R. acetosella
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4. Materialy | metody

4.1. Materiat roslinny

5.1.1. Materiat roslinny wykorzystany do analizy pici

Do analiz wykorzystano ktiny z rodzajuRumexzebrane z mnych populacji
(tab.1). Materiat rélinny zbierany byt w okresie kwitnienia, a pteoslin okreslano na
podstawie kwiatostandw. Przed izola€)NA liscie byly zamraane i przechowywane
w -80°C lub suszone welu krzemionkowym. U gatunkO®. acetosa R. thyrsiflorus
przeprowadzono réwnieanaliz stosunku pici nasion z populacji wyszczegolnionych

w tabeli 2.

Tabela 1.Analizowane réliny z rodzajuRumex

Liczba Liczba
Gatunek Populacja Rok | analizowanych | analizowanych
roslin zenskich roslin meskich
waty Rudawy/Krakow 2008 10 10
R (Polska pd.)
. acetosa Uszczyn
(Polska pn.) 2010 0 14
waty Rudawy/Krakéw
(Polska pd.) 2007 10 10
R. Tyniec/Krakéw (Polska
thyrsiflorus pd.) 2010 8 17
Skata Kmity
(Polska pd.) 2010 5 11
Strbskie Pleso/Tatry 2008 1
R.arifolius Kopa
Bukowska/Bieszczady 2008 1 0
R rosliny otrzymane z
hastatulus | masion poch}odag:ych_ z | 2008 3 3
Karoliny Potnocnej*
R. Tyniec/Krakow
acetosella (Polska pd.) 2008 3 3
. Tyniec/Krakow
R. crispus (Polska pd.) 2008 3

* - nasiona otrzymane od dr M. Jamileny z Departatmee Biologia Aplicada, Escuela
Técnica Superior de Ingenieros Agronomus, Univeside Almeria
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Tabela 2.Nasiona analizowane podtkm stosunku pici.

_ Liczba
Gatunek Populacja analizowanych
nasion
Dobranowice (Polska Pd)) 100
R. acetosa Karwia (Polska Pn.) 100
. Rudawa (Polska Pd.) 100
R. thyrsiflorus Przeginia (Polska Pd.) 100

4.1.2. Materiat roslinny wykorzystany do poszukiwania
markerow pici u R. acetosella

Do poszukiwania markeréw sgronych z ptci u R. acetosellavykorzystano 5
roslin zeaskich i 5 mgskich tego gatunku, pochagz/ch z populaciji w Ticu (Krakow).
Ptat okreslono na podstawie kwiatow.

4.2.Metody badawcze

4.2.1. 1zolacja DNA

Izolacg DNA wykonano przy pomocy metody zyciem buforu ekstrakcyjnego
zawierajcego CTAB (Gawal i Jarret 1991) z modyfikacjami.

Zamrazone Iscie ucierano na proszek w ugzierzu z cieklym azotem, adie,
ktore przed izolagj zostaty wysuszone welu krzemionkowym mielono w miynku
kulowym MM400 firmy Retsch. Sproszkowatkank: przenoszono do probdéwki typu
Eppendorf i dodawano 700 ul buforu ekstrakcyjne@¥AB (tab.3).
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Tabela 3.Skfad bufiru ekstakcyjnego z CTAB.

Skiadnik buforu | S®Zenie
koncowe
CTAB 4 %
Tris-HCI pH 8,0 100 mM
NaCl 1,4 M
EDTA(Na,) 20 mM
PVP 1%
B-merkaptoetanol 0,1%

Po dodaniu buforu prébki mieszano i inkubowano mgeraturze 65°C przez
okoto 20 min. Nasgjpnie dodano 600 pl mieszaniny chloroform — alkakhobhmylowy
(24:1 viv), calé¢ wytrzasano przez 10 min. i wirowano przy 15000 x g prz@zamin.

Po wirowaniu 500 ul fazy wodnej odbierano do nowebowki i dodawano 500 ul
izopropanolu wychtodzonego do -20°C. Probki mieszawirowano przy 15000 x g
przez 10 min w temperaturze 4°C. Ng@stie zlewano supernatant, a osad DNA
przemywano 800 pl 70% etanolu. Probki ponownie wa&wo przez 5 min. przy
15000 x g, po czym zlewano supernatant a osad sogzad prania, rozpuszczano w
50 pul sterylnej wody i zamzano w -20°C.

W przypadku izolacji DNA z pojedynczych nasion stwano podobs
procedug, redukujc jedynie objtosci poszczegoélnych odczynnikéw. Dodawano
odpowiednio: 250 ul buforu ekstrakcyjnego z CTABQZul mieszaniny chloroform —
alkohol izoamylowy, 170ul izopropanolu i 200 ul 708tanolu, a po pierwszym
wirowaniu odbierano 170 ul fazy wodnej. Resztzynndci przeprowadzono
w identyczny sposob jak przy izolacji DNA Zdi.

Jaka@¢ i skzenie  otrzymanego  preparatu DNA  sprawdzano
spektrofotometrycznie przy pomocy udzenia NanoDrop ND-1000 lub poprzez

elektroforez w zelu agarozowym.

4.2.2. Standardowa reakcja PCR

W celu analizy pici rdlin i nasion przeprowadzano PCR z dwoma parami
starterow: RAY-f i RAY-r (Korpelainen 2002) orazZGR08-f i UGRO08-r (Mariotti i in.
2009). Do reakgcji kontrolnej wykorzystano start®¥30-A i R730-B (Navajas-Peréz i in.

32



2005a). Sekwencje tych starteréw przedstawia tathela sktad mieszaniny reakcyjnej
tabela 5.

Tabela 4.Lista starterow gytych do analizy pici.

Nazwa Ampllflkowana Sekwencja (3'-5)
sekwencja

RAY-f RAYSI ACT CGAATG TAAGCATTT GGT CCTA

RAY-r ACT ACACGATTG TCC ATA AAG TGG A
UGRO08-f RAYSI| CCA ATT GGT CTC AAC TAG AAC A
UGRO8-r TGT TATAGG TTT TGG ACT GCC A

R730-A RAE730 CTC GGACCAATTATCTCAT

R730-B CAT TAT TTG GGA GCC GAT

Tabela 5.Sktad mieszaniny reakcyjnej do standardowej re&{CR.

Sktadnik Objetos¢ | Stezenie kaicowe
[stezenie pocatkowe] [ul] lub ilo$¢ na reakcje
Bufor PCR z KCI (Fermentas) 15 1x
[10x] '
MgC|2
[25 mM] 3 5mM
dNTP (Fermentas)
[10 mM] 0,375 0,25 mM
Polimeraza Taq (Fermentas) 0225 1125 U
[5 U/ul] ' '
Starter 1
[10 uM] 0,375 0,25 uM
Starter 2
[10 uM] 0,375 0,25 uM
DNA
[~70 ng/ul] 1,5 100 ng
H,O 7,65 -
Catai¢ 15 -

Reakcg przeprowadzono w termocyklerze zaprogramowanymigpagco:
1) wsepna denaturacja 9€/4min.; 2) 30 cykli ziaonych z denaturacji 9€/1 min.,
przylaczania starterow 6C/45 s, elongacji 7Z/1 min. 30s; 3) kicowa elongacja
72°C/8 min. Produkty PCR rozdzielano w 12élu agarozowym z dodatkiem bromku
etydyny w buforze TBE przez 1,5 h przygi@niu pola 3,5 V/cm.
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4.2.3. Klonowanie wybranych produktéw PCR

Wybrane produkty PCR izolowanozelu przy wyciu zestawu Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System firmy Promega. Po elekiaie w 1%zelu agarozowym
z dodatkiem bromku etydyny wegeniu 0,5 pg/ml w buforze TBE przez 1,5 h przy
natezeniu pola 3,5 V/cm wybrany grek wycinano zzelu. Dodawano do niego
Membrane Binding Solution (Promega) wsto10 pl na kade 10 mg wycitegozelu.
Catai¢ inkubowano w 65° C 7ado calkowitego rozpuszczenizelu. Nasgpnie
mieszanin naktadano na kolumgni wirowano przy 16 000 x g przez 1 min. Po
zwirowaniu na kolume@ dodawano 700 pl Membrane Wash Solution (Promdga).
czym kolummr wirowano j. w. Etap ten powtarzano zmniejszaio 500 pl ildcig
Membrane Wash Solution. Potem przeprowadzano ¢elD®JA z kolumny dodajc
30 pul sterylnej wody i cafg wirujac j. w.

Oczyszczone produkty PCR klonowano przy pomocyarastCloneJet PCR
Cloning Kit firmy Fermentas. Najpierw pozbywane kpkich kaicéw produktow PCR
przeprowadzap reakcg ich fepienia, ktorej skiad przedstawia tabela 6. &ato
inkubowno w 70° C przez 5 min., a ngstie umieszczano na lodzie. Kolejnym etapem
byto przeprowadzenie ligacji z wektorem, w tym cdlu mieszaniny po reakcyjnej po
tepieniu kaxcow dodawano 1 pl wektora pJET1.2 ezehiu 50 ng/pl oraz 1 ul ligazy
DNA T4, ktérej stzenie wynosito 5 u/pl. Otrzyman mieszanin inkubowano

w temperaturze pokojowej przez 30 min.

Tabela 6.Sklad mieszaniny reakcyjnej dgptenia kaicéw produktow PCR.

Sktadnik Objetos¢ | Stezenie kaicowe
[Stezenie] [ul] lub ilos$¢ na reakcje
Bufor reakcyjny 10 1 x
[2 X]
Produkt PCR N
[~5 - 40 ng/ul] 1-7 2 ng/ul
H.O 0-6 -
DNA blunting enzyme
1 -
(Fermentas)
Calas¢ 18 -

* - stezenie kaicowe jest zalene od wielkdci klonowanego fragmentu, ponieivgest
dobierane tak, aby agjna¢ proporcg czastek klonowanego produktu do wektora okoto
3:1.
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Mieszanir ligacyjma uzyto do transformacji bakteri. coli szczepu DH10B.
Do 100 ul zawiesiny bakterii dodawano 10 pl miegzaatigacyjnej. Caté¢ trzymano
w lodzie przez 20 min., a naphie zanurzano w i wodnej o temperaturze 42°C
na 1 min, poczym do prébek dodawano 1 ml ptynneyyi LB i wytrzasano je przez
1 h w 37°C. Potem probki wirowano przy 6 000 x gear3 min. Usuwano wkszai¢
nadsczu, a bakterie wysiewano na ptytki Petriego zaayiee paywke LB z agarem
oraz ampicylia w skzeniu 100 pg/ml. Plytki z bakteriami inkubowano @zeoc
w 37° C. Wybrane kolonie bakterii byly przenoszare nowe szalki z taksam
pozywka oraz ampicylig i ponownie inkubowane j.w. Z tych samych kolorobygerano
rowniez komorki bakteryjne, ktére byly wykorzystywane dorzygotowania
matrycowego DNA do PCR kolonijnego.

Aby wytypowa klony zawierajce wiagciwy fragment DNA przeprowadzano
PCR kolonijny. W tym celu pobierano bakterie z mpaggodlnych kolonii, zawieszgj
je w 100 ul sterylnej wody w probéwkach typu Eppanfidktore nasipnie umieszczano
na 15 min. we wrgcej wodzie, a nagbnie na lodzie. Tak uzyskane matrycowe DNA
uzywano do PCR kolonijnego ze starterami pJET1.2-fpJET1.2-r (tab. 8)
zakotwiczonymi w wektorze w miejscach flandych miejsce klonowania. Skiad
mieszaniny reakcyjnej oraz termocykler i jego pewgr byly takie same jak
w przypadku standardowej reakcji PCR (tab. 5).

4.2.4. 1zolacja plazmidow

Wybrane klony byly hodowane przez noc w ptynnejyvece LB z dodatkiem
ampicyliny w s¢zeniu 100 pg/ml. Nagpnie izolowano z nich plazmidy zestawem
Gene MATRIX Plasmid Miniprep firmy EURX. Na minikahne nanoszono 40 pl
buforu aktywacyjnego i pozostawiarpgo momentu naniesienia lizatu. 4 ml hodowli
bakteryjnej wirowano przez 2 min przy 15000 x dewano supernatant, a osad
bakteryjny zawieszano w 250 pl buforu Cell R. Dodaw 200 ul buforu lizacego
I cataé¢ mieszano. Nagpnie dodawano 350 pl buforu Neutral B, ponownieszago
I wirowano przez 7 min. przy 15000 x g. Superngta@noszono na minikolumn
i catos¢ wirowano 1 min. przy 13 000 x g. Naghie kolummr ptukano dodajc 500 pl
buforu Wash PLX1 i wiruyjc j. w. Plukanie powtarzanazywajac 650 pl buforu Wash

PLX2 i wirujac j.w. Nasg¢pnie kolumr jeszcze raz wirowano przez 2 min. przy
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13 000 x g dla usuetia resztek buforu ptugzego. Minikolumrg umieszczano
w nowej probowce typu Eppendorf i DNA wymywano Zeza nanoszc na nie 50 pl
buforu elucyjnego, pozostawsgj na 2 min. w temperaturze pokojowej. Kolumn
wirowano j.w. Jaké i stezenie otrzymanego preparatu sprawdzano elektroftapiy
oraz spektrofotometrycznie przy pomocyaadzenia NanoDrop ND-1000. Plazmidowe

DNA do dalszych analiz przechowywano w -20°C.

4.2.5. Sekwencjonowanie wybranych klonow

Przeprowadzono standardgpweakcg PCR ze starterami pJET1.2-f i pJET1.2-r,
a jej produkty rozdzielono elektroforetycznie omzzyszczono zelu tak samo jak
w punkcie 4.2.3. i gyto jako matrye do sekwencjonowania.

Reakcg sekwencjonowania przygotowano z wykorzystaniemtaras CEQ
DTCS Quick Start Kit firmy Beckman—Coulter. Skiadieszaniny reakcyjnej
0 obgtosci 10 ul przedstawia tabela 7, a lisstarterow aytych do sekwencjonowania

tabela 8.

Tabela 7.Sktad mieszaniny do reakcji sekwencjonowania

Sktadnik Objetos¢ | Stezenie kaicowe
[stezenie] [ul] lub ilo$¢ na reakcje
DCTS Quick Start Mix 4 0.4 x
[1X]
DNA .
[3-15 ng/ul] -5 15
Starter
[10 uM] 0,5 0,5 uM
H,O 0-4 -
Calai¢ 10 ul -

* - w zaleznosci od stzenia DNA
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Tabela 8.Lista starterow zytych do sekwencjonowania.

Nazwa Sekwencja (3'-5’) Analizowany klon

pJET1.2-f | CGA CTC ACT ATA GGG AGA GCG GG

DJET1.2T | AAG AAC ATC GAT TTT CCA TGG CAG /Szystkie klony

RAYF10-f1 | GAA ACC TCA ATG AAT GAG GC

RAYF10-f2 | GCA ATT ATG CGT AGT TAG CCC

RAYF10-r1| GGG CTA ACT ACG CAT AAT TGC RAY F/10
RAYF10-r2| TGG CAC AACTATTGT CAATTG
RAYM5-f1 | TCA AGG CAT AAG AGATTC CAC
RAYMS5-f2 | CCT CAT TCATCG ACG TTG CAC RAY M/5

RAYMS-rl | TGT AGT TTT TCG GCC TAT TCG

RAYM5-r2 | AGT GGA ATC TCT TAT GCC TTG

Reakcje przeprowadzono w termocyklerze Mastercydi@adient firmy
Eppendorf zaprogramowanym ngsijaco: 30 cykli 96°C/20 s, 50°C/45 s, 60°C/4 min.

Otrzymane  produkty byly oczyszczane poprzez Kkopypdaci
z glikogenem. W tym celu dodawano do mieszaninyegkeyjnej roztwor stopagy
(dwie obgtosci 3 M octanu sodu pH 4,8; dwie etpsci 100 mM NaEDTA pH 8,0;
jedna obgtos¢ glikogenu o stzeniu 20 mg/ml). Nagpnie catédé¢ mieszano i dodawano
30 ul 96% etanolu o temperaturze — 20° C. Po ponownyymieszaniu cai&
wirowano przez 15 min, przy 15000 x g. w temp. 4PG wirowaniu usuwano nagz
i dodawano 1253l 70% etanolu o temperaturze — 20° C orazs&gbonownie wirowano
przez 5 min. (pozostate parametry j.w.). Po wiromvaadbierano nadgz, a osad
suszono. Naspnie rozpuszczano go w gbformamidu.

Produkty reakcji rozdzielano i analizowano przyyeiu automatycznego
sekwenatora DNA CEQ 8000 firmy Beckman—Coulter wgetody LFR-a przy
temperaturze kapilar wynagzej 50° C i temperaturze denaturacji 90° C. Inigkdbek
dokonywano przy napciu 2 kV przez 15 s, a rozdziat przy ngpu 4 kV przez

110 minut. Analizy danych dokonywano w programien&e Analysis System .v. 8.0.
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4.2.6. Hybrydyzacja DNA typu dot blot

Znakowanie sond

Plazmidowe DNA wybranych klonéw wykorzystano jakatnyc: do syntezy
sond znakowanych digoksygeairsktad mieszaniny reakcyjnej przedstawia tabela 9.

Tabela 9.Sktad mieszaniny do znakowania sond digoksygenin

Sktadnik Objetos¢ | Stezenie kaicowe
[stezenie] [ul] lub ilo$¢ na reakcje
Long PCR Buffer with Mgg(Fermentas
2,5 1x
[10 x]
dNTP (Fermentas)
[10 mM] 0,5 0,2 mM
DIG-11-dUTP (Roche)
L mM] 1,7 70uM
pJET1.2-f
(10 M1 2,5 1uM
pJET1.2-r
(10 M1 2,5 1uM
pDNA
[0,5 ngiu] 3 1,5ng
Long PCR Enzyme M{¥ermentas) 1.25 0.005 x
[0,1 X]
H20 11,5 -
Calas¢ 25 -

Reakcje prowadzono w termocyklerze Mastercyclerdierda firmy Eppendorf
zaprogramowanym ngglujaco: 1) ws¢pna denaturacja 94°C/2 min.; 2) 10 cykli
ztozonych z denaturacji 94°C/20 s, pep#ania starterow 57°C/30 s i elongacji
68°C/60 s; 3) 20 cykli zinych z denaturacji 94°C/20 s, pup#ania starteréw
57°C/30 s i elongacji 68°C/60 s z 10 s wyehiem tego etapu w kdym kolejnym
cyklu; 4) kaacowa elongacja 68°C/10 min.
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Przygotowanie btony

Prébki DNA byly denaturowane w #ai wodnej o temperaturze 95° C przez
10 min., a potem umieszczane na lodzie. §@se nanoszono je na membranie

nylonowa. DNA utrwalano na membranie §véaetlajac ja promieniami UV.

Hybrydyzacja i detekcja sygnatu

Btong¢ inkubowano w buforze hybrydyzacyjnym (5 x SSC, &é&tkozyl, 0,02
SDS, 1% czynnik blokagy) w piecu do hybrydyzacji o temperaturze 65° gZeprokoto
20 min. Po uplywie tego czasu bufor ten gpstvano buforem hybrydyzacyjnym
z dodatkiem sondy, ktéra po dodaniu do tego buligta denaturowana wzai wodne;j
0 temperaturze 90° C przez 10 min. Inkubdgpny z sond prowadzono przez noc
przy 65° C. Nagpnie membrag ptukano dwukrotnie dla uswuia niezwiazanej sondy
w buforze 2 x wash (2 x SSC, 1% SDS) przez 5 mintemperaturze pokojowe;.
Kolejne dwa ptukania przeprowadzano w buforze OXvash (0,5 x SSC, 1% SDS)
przez 15 min. w 65° C. Potem btoptukano dwa razy po 3 min. w buforze 1 (100 mM
kwas maleinowy, 150 mM NaCl, pH 7,5) + Tween 20 emperaturze pokojowej,
a nasgpnie 30 min. w buforze 2 (bufor 1 zawieqgy 1% czynnik blokujcy). Po
uptywie tego czasu zagtowano go buforem 2, w ktérym rozaezono przeciwciato
anty-DIG-alkaliczna fosfataza (75 mU/ml) (Rochepkubowano w nim btog przez
klolejne 30 min. P#niej membraa ponownie dwukrotnie ptukano w buforze 1 +
Tween 20 przez 15 min. Naphie btore przenoszono na 3 min. do kuwety z buforem 3
(100 mM Tris-HCI, pH 9,5, 100 mM NaCl). Potem memtr pokrywano CSPD
(Roche) rozcigczonym w buforze 3 (1:100), zgrzewano w folii i @szczano w 37° C
na 10 min. Poczym btenktadziono na kliszy RTG i zamykano w kasecie. Masie

klisz¢ wywotywano.

Zmywanie sondy i rehybrydyzacja

W celu rehybrydyzacji btony, ptukana jprzez 1 min. w sterylnej wodzie,
nastpnie trzykrotnie przez 15 min. w buforze do zmyveasondy (0,2 M NaOH, 0,1%
SDS) w 37° C, a potem dwukrotnie przez 2 min. w 8SC w 37° C. Po odptukaniu

sondy przechodzono do standardowej procedury hyaagii.
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4.2.7. Konstrukcja drzewa filogenetycznego sekwercj
RAYSI

Do konstrukcji drzewa filogenetycznego wykorzystasekwencje klonow
RAY _F10 i RAY_M5 zawiergcych sekwencjeRAY Slpochodzca odpowiednio od
rosliny zenskiej nr 1 i ngskiej nr 1R. acetosa populacji rosgcej na watach Rudawy
(Krakéw) oraz sekwencje pozyskane z bazy sekweantdjleotydowych Genbank (tab.
10).

Tabela 10.Wykaz sekwencji pobranych z bazy Genhank

Nazwa Gatunek Pochodzenie| '\ dostepu Literatura
klonu Genbank
RAYSIB | R.acetosa |  Japonia AB020591 Sh'?g;ag fin.
RAYSI19 | R.acetosa | Japonia ABO20601 | SMPAATIN
RAYSI-14 | R. acetosa Hiszpania AJ634562 Na"algggézrez Hin.
RAYSI-21 | R. acetosa Hiszpania AJ634558 Na"algggézrez Hin.
RAYSI-25 | R. acetosa Hiszpania AJ639930 Na"alzsdggrez Hin.
RAYSI-62 | R.acetosa Hiszpania AJ639939 Na"alzsdggrez Hin.
PAP-35 | R.papillaris | Hiszpania |  AJ580496 | \avaas-Pereziin
2005a
PAP-212 | R. papillaris Hiszpania AMO055601 Navajaéso-ggrez Hin.
INT-3 | R.intermedius|  Maroko AMO51247 | NAVAESTETEZ 1IN,
INT-7 R. intermedius|  Maroko AM051254 Navajaéso-ggrez Hin.
INT-29 | R.intermedius| Maroko AM051249 Navajaéso-ggrez Hn.
INT-42 R. intermedius Maroko AM051238 Navajaéso-gg reztin.

Do zestawienia sekwencjizyto program ClustalW (Thomson et al. 1994).
Fragment zestawienia sekwencji o digjo962 pz, ktéry pozostat po odrzuceniu
fragmentéw sekwencji nie nakladeych s¢ ze wzgédu na zastosowanie mdych
starterow do amplifikacji sekwendRAYS] wykorzystano do analiz filogenetycznych
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przy wyciu programu Mega 5 (Tamura i in. 2007). Nieukoraee drzewo
filogenetyczne otrzymano metpdaczenia gsiadow (ang.Neighbor Joining, do
obliczenia dystansu genetycznego zastosowanozomyo model najwikszej
wiarygodndgci (ang. Maximum Composite Likelihopd Przeprowadzono test

samoprobkowania (anfootstrap z 1000 replikaciji.

4.2.8. Metody uyte do poszukiwania markerow
sprzezonych z pich u R. acetosella

4.2.8.1. RAPD

Sktad mieszaniny reakcyjnej do RAPD (afandom Amplified Polymorphic
DNA) przedstawia tabela 11, a é&stuzytych starterow tabela 12. Reakcj
przeprowadzono w termocyklerze Eppendorf Masteeryclzaprogramowanym
nastpujaco: 1) ws¢pna denaturacja 9€/1min.; 2) 39 cykli ztaonych z denaturacji
93°C/30 s., przydczania starterow 3€/1 min., elongacji 6&€/2,5 min.; 3) kacowa
elongacja 68C/5 min. Produkty reakcji rozdzielano w 1%elu agarozowym

z dodatkiem bromku etydyny w buforze TBE przez#2y natzeniu pola 3,5 V/cm.

Tabela 11.Sktad mieszaniny reakcyjnej do RAPD.

Sktadnik Objetos¢ | Stezenie kaicowe
[stezenie pocatkowe] [ul] lub ilo$¢ na reakcje
Bufor PCR z KCI (Fermentas) 1 1x
[10x]
MgC|2
[25 mM] 0,8 2mM
dNTP (Fermentas)
[10 mM] 0,25 0,25 mM
Polimeraza Taq (Fermentas)
[5 U] 0,1 05U
Starter
(10 uM] 1 1uM
DNA
[~10 ng/ul] 1 10ng
H.O 5,85 -
Calai¢ 10 -
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Tabela 12.Lista starterow RAPD.

Nazwa Sekwencja (3'-5’)
RAPDL GCAAGTAGCT
RAPDZ TGGCTCAAAG
RAPD3 CAGTGTGTGG
RAPD4 GTGTCAGGCA
RAPD5 ATACCATCCC
RAPD6* GATCCCCTGA
RAPD7 GATAACCGCA
RAPDS& ATCCGCGTTC
RAPDY CCAGTGGTTC
RAPD10 TGACGATGCA
RAPD1T ACGGCATATG
RAPD1Z2 TAACCATCCC
RAPD13 ATGTCCGCAC
RAPD14 GTGTGGATGG
RAPD15* GTCGTTACGA
OPA-04 AATCGGGCTG
OPA-17 GACCGCTTGT
OPB-07 GGTGACGCAG
OPC-0f TTCGAGCCAG
OPC-16 TGTCTGGGTG
OPD-12* CACCGTATCC
OPD-17* TTTCCCACGG
OPD-17* TTTCCCACGG
OPE-0%* TCAGGGAGGT
OPG-26* TCTCCCTCAG
OPH-14* ACCAGGTTGG
OPI-03* CAGAAGCCCA

' Sakamoto i in. 1995
2_ startery firmy Operon
* - startery nie uyte do dalszych analiz

4.2.8.2. ISSR

Sktad mieszaniny reakcyjnej do ISSR (angter-Simple Sequence Repeat
przedstawia tabela 13, a &istzytych starterow tabela 14. Reak@rzeprowadzono
w termocyklerze Eppendorf Mastercycler zaprogrammoma nas¢pujaco: 1) ws¢pna
denaturacja 9%/5min.; 2) 40 cykli ztaonych z denaturacji 9€/35 s., przyiczania
starterow 46C/40 s, elongacji 7Z/35 s; 3) kacowa elongacja 7Z/7 min. Produkty
reakcji rozdzielano w 1%elu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny w bufarB&
przez 2 h przy nateniu pola 3,5 V/cm.
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Tabela 13.Sktad mieszaniny reakcyjnej do standardowej ISSR.

Sktadnik Objetos¢ | Stezenie kaicowe
[stezenie pocatkowe] [ul] lub ilo$¢ na reakcje
Bufor PCR z KCI (Fermentas)
1,4 1x
[10x]
MgC'Z
(25 mM] 1 1,8 mM
dNTP (Fermentas)
[10 mM] 0,5 0,35 mM
Polimeraza Taq (Fermentas)
[5 U] 0,2 1U
Starter
[10 uM] 2 1,4 uM
DNA
[~50 ng/ul] 1 S0 ng
H.,O 7,9 -
Calai¢ 14 -

Tabela 14.Lista starterow ISSR.

Nazwa Sekwencja (3'-5’)
ISSR1 TCTCTCTCTCTCTCTCC
ISSR2 AGAGAGAGAGAGAGAGT
ISSR3 GGGTGGGGTGGGGTG
ISSR4 ATGATGATGATGATGATG
ISSR6 ACACACACACACACACG
ISSR7 ACACACACACACACACT




5. Wyniki

5.1.R. acetosa

5.1.1. Test specyficzrimi starterow PCR
wykorzystywanych do okre&lania ptci

W celu sprawdzenia specyficzwd par starterow RAY-f i RAY-r oraz
UGRO08-f i UGRO08-r wzgidem chromosomow YR. acetosaprzeprowadzono PCR
z wykorzystaniem DNA izolowanego zstim meskich i zenskich z dwoch populacii,
ktérych pt€ ustalono na podstawie kwiatow. W przypadku pogulawatdéw Rudawy
przeanalizowano po 10 gl zeaskich i 10 meskich. W wyniku PCR ze starterami
RAY-f i RAY-r dla wszystkich rélin meskich otrzymano produkt o wielko okoto
900 pz. Obecn@ produktu o podobnej wielkoi jednak o znacznie mniejszej
intensywndci swiecenia stwierdzono tak u niektoérych rdlin zeaskich (ryc. 2a).
W przypadku starterow UGRO8-f i UGRO08-r otrzymanmdukt o wielkdci okoto
700 pz wyhcznie u raélin meskich (ryc. 2b). Dla potwierdzenia dobrej jakop
matrycowego DNA przeprowadzono PCR ze starteran80RY i R730-B (Navajas-
Peréz i in. 2005a) zakotwiczonymi w autosomalnéjwsmcji repetytywnejRAE730
(Shibata i in. 2000a). W wyniku tej reakcji dla wstkich analizowanych #&bn
otrzymano produkt PCR (ryc. 2c).

Analizie poddano réwnie 17 ralin meskich pochodacych z populacji
pochodacej z Uszczyna. W wyniku PCR ze starterami RAYRAY-r u wszystkich
tych rcélin otrzymano produkt o wielkai okoto 900 pz (ryc. 3a), a przyzyciu
starterow UGRO08-f i UGRO08-r — okoto 700 pz (ryc).30trzymano take produkty dla
starterow R730-A i R730-Bwiadczice o dobrej jakéci matrycowego DNA.
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Ryc. 2. Produkty PCR otrzymane dla shm zenskich i meskich R. acetosa
pochodacych z populacji z watdbw Rudawy; a) startery RAY-RAY-r, b) startery
UGRO08-f i UGRO08-r, c) startery R730-A i R730-B; Mwzorzec wielkéci fragmentéw
DNA.
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Ryc. 3. Produkty PCR otrzymane dla shm me¢skich R. acetosapochodacych
z populacji Uszczyn 2010; a) startery RAY-f i RAYh) startery UGRO08-f i UGRO8-r;
M — wzorzec wielkéci fragmentéw DNA.
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Obecnd¢ produktu starterow RAY-f i RAY-r o podobnej wied@ do
produktu diagnostycznego u niektorychélio zenskich wymagato wyjgnienia, czy
powielona w tym przypadku sekwencja odpowiada sekyvediagnostyczneRAY SI
czy tez nie. W tym celu pizki pochodace z raliny zenskiej i meskiej poddano
klonowaniu, a nagpnie sekwencjonowaniu. Rycina 4 przedstawia sekwgednego
z klonéw (RAY_F10) uzyskanych przez sklonowanie dodu starterow RAY-f
i RAY-r na matrycy DNA rgliny zeaskiej nr 1R. acetosgpochodzcej z populacii
z waldbw Rudawy (Krakow). Sekwencja ta ma dkig®24 pz i jest AT bogata —
zawiera 68 % par AT. Sekwencja sklonowanego pradikth starterow otrzymana
u rasliny meskiej pochodacej z tego stanowiska (klon RAY_M5) (ryc. 5) miala
diugai¢ 887 pz. Sekwencja pochagta z réliny meskiej byla take AT bogata, cho
nie w tym stopniu jak sekwencja RAY_F10 — zawie@bedo par AT.

Wykonano zestawienie sekwencji klonébw RAY _F10 i RAY5. Do tego celu
uzyto programu MultAlin ver. 5.4.1 (Corpet 1988) (rg). Stwierdzonoze poréwnane
sekwencje ranity si¢ 38 mutacjami punktowymi oraz dwomagkszymi indelami.
Jeden z nich miat dlugé 33, a drugi 6 nukleotyddw.

W celu ustalenia zwrku pomedzy sklonowanymi fragmentami
a sekwencjami podobnego typuRumexobecnymi w banku gendw, przeprowadzono
analiz filogenetyczig tych sekwencji metad taczenia gsiadow (ang.neighbour
joining). Otrzymano nieukorzenione drzewo filogenetycznazegstawigce
pokrewieistwo pom¢dzy sekwencjamRAYSIR. acetosapochodzcymi z populacji
polskiej, japdskiej i hiszpaskiej, R. papillaris z populacji hiszpaskie] oraz
R. intermediug populacji pochodcej z Maroka. Do konstrukcji drzewa wykorzystano
sekwencje klonow RAY_F10 i RAY_5 oraz sekwencje naole z bazy sekwencji
nukleotydowych Genbank: dwoch klonow RAYSI8 i RAYSI zawierajcych
sekweng} RAY SImeskich railin R. acetosa populacji japaskiej (Shibata i1 in. 1999)
oraz klony RAYSI-14 i RAYSI-21 z wariantem sekwandRAYSI (RAYSI-J
pochodacym od R. acetosaz populacji hiszpaskiej, RAYSI-25 i RAYSI-52 —
posiadajce inny wariant tej sekwencjRAY SI-$z tej samej populacji, PAP-35 i PAP-
212 — zawieragcych RAYSImeskich ralin R. papillaris z Hiszpanii, INT-3, INT-7,
INT-29 i INT-42 — sekwencje klonow zawieayjch RAYSI meskich ralin
R. intermedius z populacji pochodzej z Maroka (Navajas-Peréz i in. 2005a, 2006)

(ryc. 7).
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Na podstawie przedstawionego drzewazneowyr@nic¢ trzy rodzinyRAY Sl
Do pierwszej z nich nalg sekwencje klonédw RAY_F10 i RAY_5 twaree jedn
grupe monofiletyczra oraz siostrzany do niej klad zawieygy klony klony RAYSI8
i RAYSI19 pochodace z japaskiej populacjiR. acetosaOdrbng grup: stanowi
klony RAYSI-14, RAYSI-21 R. acetosaz Hiszpanii oraz PAP-35 i PAP-212
R. papillaris z Hiszpanii, a do kolejnej grupy nale RAYSI-25 i RAYSI-62

R. acetosa Hiszpanii oraz INT-3, INT-7, INT-29 i INT-4R. intermediug Maroka.

1
a6l
121
131
241
301
Jal
421
431
541
601
aal
721
T3l
g541
201

BCTCGAATGT
BCTATATCLA
CTATAAGTALA
ATTLATATAG
BCCLATTGGS
BGTTCCACTR
CCLATTGCAC
ACTATATTGA
CALTTTCCTC
CCTAATAGAC
TCALLTTGCCT
BGTLAATATA
CCCAATTGCC
CALLTATATAT
GCTAGTTGCA
CCACTTTATS

BAGCATTTGG
GEAAAAARTA
TCCAACTGGE
ACATACTTCC
CTAACTACGS
TATTGACTAT
CATTTATATT
CTCTCAATAG
ATTCATCGAC
TATTAATAG
CATTCATTGAL
GTCTCTAATA
TCATFCATCA
TATTTCGRAT
TTATATTTTT
ARCAATCGTS

TCCTAATTAG
CTTGATTTTC
CCCAATTTCC
ACTGTATACT
ATALTTGCAT
TECATTGTAC
CGETTTCGCAC
TALGTAAGLE
GTTGCATALT
GCCAAABARC
GGTTTCACAC
GTTAGAARLE
ATGTTTAACAH
ARGCCGARLT
GTCGCTTCAC
TAGT

GCCTAATTAG
ACTCTATTGA
TCTTTCATCA
CTCTTTALLTC
GLATTTATLA
TCAAATATAR
CATATTALTG
TATARRTGLA
ATATCRAGSS
TALAATCGLA
TATATTGCGA
ATGTGRATGA
CTATATTALLG
GCTTTCALTG
AATATATCLA

ACCATTAATR
CTCTCAARGE
TTGTTTCCCS
GTCTGARACT
ACLATATATC
GCATTATTTC
AARTTGAATAC
CTLATTCTGC
ATAGTATTAT
ACAATTTGGC
CATAATATAC
ACALATTTTGS
GCATAATATA
TACTAACTGS
GGCATACTTA

GTCATTTGAC
GTLCGTAATA
TTATGTTTEC
CTATCAATGT
AAGGCATALG
TTAATTAGGC
TTCATCTTCC
CCLACTACGA
CGLTCATACA
ACALACTATTE
TCLLTATTAT
ACCLACTAGS
CACGAATTTA
GUCLACTAGS
ACTCAATCTT

Ryc. 4. Sekwencja sklonowanego produktu starterow RAY-f{RA (RAY_F10)
powstalego na matrycowym DNA dlmy zenskiej nr 1 R. acetosapochodzcej
z populacji z watow Rudawy (Krakéw).
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61
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131
241
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451
541
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721
TE1
g41

ACTCGALTGT
ACCATATCTA
TACTATLAGT
GCATAATATA
TACCALTTGE
GAGTTCCACT
CCCCATTGCA
CCACTATATT
TACAATTTCC
CACCTALTAG
TGTCAATTGC
ATAGTALATA
AAGGCATAAT
ATGTACTLAC
CAAGGCATAC

AAGCATTTGG
GEAATALALT
AATCCALCTG
GACATACTTC
GCTAACTACH
ATATTGACTA
TCATTTATAT
GACTCTLALT
TCATTCATCE
ACTATCGALT
CTCATTCATT
TAGTCTCTLA
ATACTCGALT
TEGFCCLACT
TTAACTCALT

TCCTLATTAG
ACTTGATCTT
GGCCCAATTT
CACTGTATAT
CATALTTGCA
TTGCATTGTA
ATCGTTTCCC
AGTALGTAAG
ACGTTGCACA
AGGCCGALAR
GAGGTTTCAC
TAGTTLAGEC
TTACLATATA
AGGGCTAGTT
CTTCCACTTT

GCCTLATTGG
CCACTATATT
CCTCTTTCAT
TCTCTTTAAT
TGALATTTATA
CTCALATATA
BACATATTAL
BATATAAATG
BTATATCAAG
BCTACAATCG
BCTATATTGC
ATAATATACA
TATTATTTCG
GCATTATATT
ATGAACALTC

ACCTTTALATR
GACTCACAAR
CATTGTTTCC
CGTTTGLLAC
ARCALGATAT
ATCATTATTT
TGAATTGAAT
ARCTALATTAT
GCATAGTATT
ARACAATTTG
GACATALTAT
CEAATGTTTR
ABTALGCCGR
TTTGTCGCTT
GTGTAGT

GTCATTTGAC
GAGTACGTAL
CGCTATGTTT
CCTATCLATG
CAAGGCATARL
CTTLATTAGS
ACTTCATCTT
GCCCALCTAC
ATCGATCATC
GCACALCTAT
ACTCAALTGTT
ACACTATATT
AATCCTTTCA
CACAATALTAT

Ryc. 5. Sekwencja sklonowanego produktu starterow RAY-f¥RA (RAY_M5)
powstalego na matrycowym DNA dlmy meskiej nr 1 R. acetosapochodzacej
z populacji z watéw Rudawy (Krakéw).
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1 10 20 30 4 50 60 70 80 90 100 1140 120 130
I L ' L ' L L L L ' L ' L I
ACTCGAARTGTAAGCATTTGGTCCTARTTAGGCCTART TAGACCATTARTAGTCATTTGACACTATATCAARGGAR-ARAATACTTGATTTTC-ACTCTATTGACTCTCARAGAGTACGTAATACTATAAGT
ACTCGAATGTAAGCATTTGGTCCTARTTAGGCCTARTTGGACCTTTARTAGTCATTTGACACCATATCTAGGARTARAATACTTGATCTTCCACTATATTGACTCACARAGAGTACGTAATACTATAAGT
ACTCGAATGTAARGCATTTGGTCCTARTTAGGCCTARTTaGACCaT TAARTAGTCATTTGACACcATATCaAGGAA .. ARAATACTTGATeTTC . ACTaTATTGACTCaCARAGAGTACGTAATACTATAAGT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
ARTCCAACTGGGCCCARTTTCCTCTTTCATCATTGTTTCCCGTTATGTTTGCATTAATATAGACATACTTCCACTGTATACTCTCTTTAATCGTCTGARACCCTATCARTGTACCARTTGGGCTAACTAC
ARTCCARCTGGGCCCARTTTCCTCTTTCATCATTGTTTCCCGCTATGTTTGCAT-AATATAGACATACTTCCACTGTATATTCTCTTTAARTCGTTTGARACCCTATCARTGTACCARTTGGGCTAACTAC
ARTCCAACTGGGCCCARTTTCCTCTTTCATCATTGTTTCCCGETATGTTTGCAT . ARTATAGACATACTTCCACTGTATACTCTCTTTAARTCGTeTGARACCCTATCAATGTACCARTTGGGCTAACTAC

261 21 280 290 300 310 320 330 340 350 360 Fr0 380 390
| t + t + t t t t + t + + |
GCATARTTGCATGAATTTATARRCAARTATATCARGGCATARGAGT TCCACTATATTGACTATTGCATTGTACTCARATATARGCATTATTTCTTAART TAGGCCCARTTGCACCATTTATAT-TCGTTTCG
ACATARTTGCATGAATTTATARACARGATATCARGGCATARGAGT TCCACTATATTGACTATTGCATTGTACTCARARTATARTCATTATTTCTTAART TAGGCCCCATTGCATCATTTATATATCGTTTCC
aCATARTTGCATGARTTTATAARCAREATATCARGGCATARGAGT TCCACTATATTGACTATTGCATTGTACTCARATATARECATTATTTCTTAARTTAGGCCCAATTGCACCATTTATAT,. TCGTTTCe

391 400 410 420 430 440 450 460 EFL 480 430 500 510 520
I L ' L ' L L L L ' L ' L I
CACCATATTARTGARTTGAATACTTCATCTTCCACTATATTGACTCTCAATAGTARGTARGARTATAAATGARCTARTTCTGCCCAACTACGACARTTTCCTCATTCATCGACGTTGCATAATATATCAA
CAACATATTARTGAATTGAATACTTCATCTTCCACTATATTGACTCTARATAGTARGTARGARTATAARTGARCTARTTATGCCCAACTACTACAARTTTCCTCATTCATCGACGTTGCACAATATATCAR
CAaCATATTARTGARTTGAATACTTCATCTTCCACTATATTGACTCTaAATAGTARGTARGARTATAARTGARCTARTTaTGCCCAACTACeACAARTTTCCTCATTCATCGACGTTGCACAATATATCAA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
| |
GGGATAGTATTATCGATCATACACCTARTAGACTATTGAATAGGCCARAARARCTARARTCGARACAATTTGGCACARCTATTGTCAATTGCCTCATTCATTGAGGTTTCACACTATATTGCGACATAATA
GGCATAGTATTATCGATCATCCACCTARTAGACTATCGAATAGGCCGARARACTACARTCGARACARTTTGGCACARCTATTGTCAATTGCCTCATTCATTGAGGTTTCACACTATATTGCGACATAATA
GGcATAGTATTATCGATCATACACCTARTAGACTATcGAATAGGCCaAAAARCTAaARTCGARACARTTTGGCACARCTATTGTCAATTGCCTCATTCATTGAGGTTTCACACTATATTGCGACATAATA

651 G610 670 680 690 00 710 20 730 740 590 760 0 780
| t + t + t t t t + t + + |
TACTCAARTATTATAGTAARTATAGTCTCTAATAGT TAGAARAARATGTGAATGARCAATTTTGGACCAACTAGGCCCARTTGCCTCATGCATCAATGTTTARCACTATATTARGGCATARTATACACGAAT
TACTCARTGTTATAGTAAARTATAGTCTCTAATAGTTA AGGCATAAT: ATACACGAATGTTTAACACTATATTARGGCATARTATACTCGAAT
TACTCAATaTTATAGTAAARTATAGTCTCTAATAGTTA, s avssesssssssssssssssssssssnsssAOGCAcART, ... .ATaCAccAATGTTTARCACTATATTARGGCATAARTATACACGAAT

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 a8 890 900 910
I L ' L ' L L L L ' L ' L I
TTACARTATATATTATTTCGAATARGCCGAARTGCTTTCARTGTACTARCTGGGCCARCTAGGGCTAGT TGCATTATATTTTTGTCGCTTCACARTATATCARGGCATACTTARCTCARTCTTCCACTTT
TTACARTATATATTATTTCGAATAARGCCGAARTCCTTTCARTGTACTARCTGGGCCARCTAGGGCTAGTTGCATTATATTTTTGTCGCTTCACARTATATCARGGCATACTTARCTCARTCTTCCACTTT
TTACARTATATATTATTTCGAATAARGCCGAARTcCTTTCARTGTACTARCTGGGCCARCTAGGGCTAGTTGCATTATATTTTTGTCGCTTCACARTATATCARGGCATACTTARCTCARTCTTCCACTTT

ATGAACARTCGTGTAGT
ATGAACARTCGTGTAGT
ATGAACARTCGTGTAGT

Ryc. 6.Zestawienie sekwencji klonow RAY_F10 i RAY_M5.
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Ryc. 7. Nieukorzenione drzewo filogenetyczne otrzymano mhetiaczenia ssiadow
przedstawiagjce powazania pomgdzy sekwencjamRAYSI.RAY_F10 i RAY_M5 -
sekwencje klonéw zawiergjych RAY SIpochodzca odpowiednio od rdiny zenskiej
nr 1 i meskiej nr 1 R. acetosaz populacji rosgcej na watach Rudawy (Krakow),
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RAYSI8 i RAYSI19 — sekwencje klonow zawiegaych sekwenegj RAY SImeskich
roslin R. acetosaz populacji japaskiej (Shibata i in. 1999), RAYSI-14, RAYSI-21,
RAYSI-25 i RAYSI-62 - sekwencje klonow zawiegaych RAYSI meskich ralin

R. acetosaz populacji hiszpaskiej, PAP-35 i PAP-212 - sekwencje klonéw
zawierajcychRAY Simeskich raglin R. papillarisz populacji hiszpéaskiej, INT-3, INT-

7, INT-29 i INT-42 — sekwencje klonéw zawiegaych RAYSI meskich ralin

R. intermediusz populacji pochodicej z Maroka (Navajas-Peréz i in. 2005a, 2006).
Liczby przy weztach oznaczaj wynik testu samoprobkowania (1000 replikacji).
Dilugos¢ gakzi odpowiada dystansowi genetycznemu.

5.1.2. Analiza proporcji ptci nasion

Po potwierdzeniu przydatéo starterow RAY-f i RAY-r oraz UGRO8-f
i UGRO8-r do okrélania pfci r@glin R. acetosavykorzystano je do zbadania proporciji
pici nasion tego gatunku. Analizowano nasiona zebra dwoch znacznie od siebie
oddalonych populacji, pochoglzych z Karwi (wybrzee Baltyku) i Dobranowic
(okolice Wieliczki). Za mskie uznano nasiona, u ktérych wykazano ob&cpooduktu
900 pz dla starterow RAY-f i RAY-r oraz produktu 7@z dla starterow UGRO8-f
i UGRO8-r. Jakozenskie traktowano nasiona, u ktorych nie uzyskanodmggo
wystepowania wyej wymienionych produktéw oraz uzyskano produkt starterow
R730-A i R730-B, potwierdzagy, ze brak produktéw diagnostycznych nie jest
wynikiem ztej jak@ci matrycowego DNA.

Zbadano 100 nasion pochadych z populacji w Karwi. U kalego z nich
otrzymano produkt dla starterow R730-A i R730-B ddwaicy, ze DNA matrycowe
byto dobrej jakéci. Markery RAY i UGRO08 daty wyniki umdiwiajace okrélenie pici
wszystkich analizowanych nasion. Na ich podstawBen@siona uznano zzenskie,

a 37 za maskie. W badanej probie nasiomenskie stanowity 63%, a proporcja pici
meskiej dozenskiej wyniosta 1:1,70 i istotnie statystyczniemda si od proporcji 1:1
(tab. 15).
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Ryc. 8.Produkty PCR otrzymane dla nasion 1R5acetosgochodzcych z populacji
Karwia; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR& i UGRO08-r; m — nasiona
uznane za gskie; M — wzorzec wielkei fragmentow DNA.

Ryc. 9.Produkty PCR otrzymane dla nasion 26FRatcetosgpochodzacych z populacji
Karwia; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR& i UGRO08-r; m — nasiona
uznane za gskie; M — wzorzec wielkei fragmentow DNA.

0 O O <t © I~ 0 O O AN ™
0 un O (] © © © © N~ N~ N~

74
75
M

—- N ™ < 0 © N~ - N ™ T} —
pz] 2 © O OV WW O © © © © N~

1000 -

500 -

m m mm m m mm mmmm m m
1000 - |8

500 - [

Ryc. 10. Produkty PCR otrzymane dla nasion 51-R5 acetosapochodzcych
z populacji Karwia; a) startery RAY-f i RAY-r, b)tatery UGRO08-f i UGRO08-r;
m — nasiona uznane zaskie; M — wzorzec wielkéri fragmentéw DNA.
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Ryc. 11. Produkty PCR otrzymane dla nasion 76-1B0 acetosapochodzacych
z populacji Karwia; a) startery RAY-f i RAY-r, b)tatery UGRO08-f i UGRO08-r;
m — nasiona uznane zagskie; M — wzorzec wielkei fragmentow DNA.

Druga populacy R. acetosau ktérej analizowano proporcje pici nasion byta
populacja pochodiza z Dobranowic. W przypadku tej populacji rownpgzetestowano
100 nasion, dla ktorych otrzymano produkty stamerdR730-A i R730-B
potwierdzajgce dobg jakas¢ matrycowego DNA. W jednym przypadku PCR ze
starterami RAY-f i RAY-r oraz UGRO08-f i UGRO08-r dalynik niejednoznaczny. Dla
nasienia nr 79 przyzyciu markera RAY otrzymano produkt 900 pz, a w pexyku
markera UGRO08 brak byto produktu diagnostyczneggr.(r15). Ze wzgidu na
obecnd¢ intensywnego produktu RAY-f/RAY-r nasiono to uzoara ngskie. Ogoétem
zazenskie uznano 65 nasion, a zaskie — 35 (ryc. 12 — 15). Proporcja nasiogskich

do zenskich wyniosta 1:1,86 i statystycznie istotnie adjata od rownowagi (tab. 15).
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Ryc. 12.Produkty PCR otrzymane dla nasion 1R5acetosgochodzacych z populacji
Dobranowice; a) startery RAY-f i RAY-r, b) started GR0O8-f i UGR08-r; m — nasiona
uznane za gskie;M — wzorzec wielkéci fragmentéw DNA.
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Ryc. 13. Produkty PCR otrzymane dla nasion 26-B0 acetosapochodzacych
z populacji Dobranowice; a) startery RAY-f i RAY ) startery UGRO08-f i UGRO08-r;
m — nasiona uznane zaskie; M — wzorzec wielkéci fragmentéw DNA.
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Ryc. 14. Produkty PCR otrzymane dla nasion 51-RS acetosapochodzcych
z populacji Dobranowice; a) startery RAY-f i RAYr) startery UGRO08-f i UGRO08-r;
m — nasiona uznane zaskie;M — wzorzec wielkéci fragmentéw DNA.
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Ryc. 15. Produkty PCR otrzymane dla nasion 76-1B0 acetosapochodzcych
z populacji Dobranowice; a) startery RAY-f i RAYr) startery UGRO08-f i UGRO08-r;
m — nasiona uznane zaskie;M — wzorzec wielkéci fragmentéw DNA.
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Dwie populacje, z ktérych zebrano nasiona do arafty od siebie znacznie
oddalone pod wzgtlem geograficznym, pochodzity z p6inocy i potudRiski, mimo
to w obydwu zdiagnozowano istotne statystycznienglimie proporcji ptci na korzy
nasion zenskich. Proporcja nasiomenskich do mgskich obliczona dla wszystkich
badanych nasiorR. acetosawyniosta 1:1,78 i istotnie statystycznieznita sk od

spodziewanej proporcji 1:1 przy poziomie istairigponizej 0,001.

Tabela 15.Proporcje pici nasioR. acetosaR. thyrsiflorus

Gatunek Populacja N| F| M| § FF | M:F

Dobranowice (Polska pd.) | 100| 66 | 34| 10.24* | 0.66| 1:1.94

R. acetosa |Karwia (Polska pn.) 100| 63 [37| 6.76* |0.63|1:1.70

razemj 200| 129| 71| 16.82* | 0.64| 1:1.82

Rudawa (Polska pd.) 100| 60 [{40| 4.000 |0.60| 1:1.50

R. thyrsiflorus| Przeginia (Polska pd.) 100| 59 (41| 3.24® |0.59|1:1.44
razem] 2001 119|81| 7.22+ |0.59]| 1:1.47

N — liczba analizowanych nasion, F — liczba nastenskich, M — liczba nasion
meskich, ¥* —wynik testu Chi-kwadrat (* P<0,05; ** P<0,02; **P<0,01; ****
P<0,001;" nieistotny statystycznie), FF — proporcja nasienskich wyraona jako
stosunek nasionenskich do wszystkich (wg. Korpelainen 2002), M:F regorcja pici
wyrazona jako 1:F/M (wg. Rychlewski and Zarzycki 1975).

5.2.R. thyrsiflorus

5.2.1. Test specyficzrimi starterow PCR

Podobnie jak w przypadkiR. acetosaanaliz rozpoczto od testowania
starterow RAY-f i RAY-r oraz UGRO08-f i UGRO08-r zzyciem DNA izolowanego
z radlin. Rasliny pochodzity z trzech mnych populacji, a ich pé okrelono na
podstawie kwiatow.

Wsrdod 10zenskich i 10 meskich raglin R. thyrsifloruspochodzcych z watow
Rudawy dla markera RAY otrzymano wyrg produkt PCR o wielkizi okoto 900 pz
Produkt o podobnej wielkkoi, lecz znacznie mniejszej intensywsob byt takze
widoczny u jednej z ’in zeaskich (ryc. 16a). Wynik ten byt podobny do uzyskgme
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u R. acetosaW przypadku markera UGR08 zaobserwowano jednateany roznice
migdzy poréwnywanymi gatunkami. U don meskich R. acetosawyskepowat
pojedynczy produkt o wielkkgi okoto 700 pz (ryc. 1b, 2b), podczas gdy d¢limo
meskichR. thyrsiflorusobecny byt dodatkowy prek, ktérego wielké oszacowano na
okoto 600 pz Produkty te nigdy nie byty obserwowaneslin zenskich (ryc. 16b). Jako
kontroli jakasci matrycowego DNA ponowniezyto starterow R730-A i R730-B i dla
wszystkich raélin uzyskano produkt PCR (ryc. 16c).

02l rosliny zenskie rosliny meskie

1000-

500-

1000-

500-

1000-

500-

Ryc. 16. Produkty PCR otrzymane dlashm zeaskich i neskich. R. thyrsiflorus
pochodzacych z populacji na watach Rudawy; a) startery RIAYRAY-r, b) startery
UGRO08-f i UGRO08-r, c) startery R730-A i R730-BI, — wzorzec wielkéci fragmentéw
DNA.

W celu sprawdzenia, czy zaobserwowany ¢skich okazowR. thyrsiflorus
dodatkowy p#zek jest swoisty dla przebadanej populacji, czy stanowi cech
gatunkows, analizz objto rasliny z dwodch innych populacjiR. thyrsiflorus
Przeanalizowano pod tymyem 8 rg@lin zenskich i 17 ngskich z Tyica oraz zenskich
i 12 meskich ze Skaty Kmity. Dla wszystkich analizowanygtobek uzyskano takie
same wyniki jak u rdin R. thyrsiflorusz populacji rosacej na watach Rudawy
(Krakow) (ryc.17, 18). PCR ze starterami R730-A743R-B potwierdzit doby jakas¢

matrycowego DNA.
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Ryc. 17. Produkty PCR otrzymane dlashm zeaskich i neskich. R. thyrsiflorus
pochodacych z populacji z T§ca; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGRO8-f
I UGRO8-r;M — wzorzec wielkéci fragmentéw DNA.
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Ryc. 18. Produkty PCR otrzymane dlashm zeaskich i neskich. R. thyrsiflorus
pochodacych z populacji ze Skaty Kmity; a) startery RAYi-fRAY-r, b) startery
UGRO08-f i UGR08-rM — wzorzec wielkéci fragmentéw DNA.

W zwiazku z obecn¢ria dodatkowego produktu starterow UGRO8-f
i UGRO08-r o wielkdci 600 pz, ktory nie wygpowat uR. acetosaobydwa produkty
tych starterow uR. thyrsiflorus sklonowano. Przy pomocy PCR kolonijnego
sprawdzono czy klony zawiesayvtasciwe inserty. W przypadku produktu 700 pz 16 na

20 testowanych klonow zawierato oczekiwany ingeotjczas gdy dla produktu 600 pz
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byto to 18 na 20 klonéw. Do dalszych analiz wybrgogednym klonie kadego z tych
produktéw. Nasfpnie na bazie plazmidowego DNA tych klonéw zsyr#etyano
sondy wyznakowane digoksygeajrktore wykorzystano do hybrydyzaciji typu dot blot
z catkowitym DNA ngskich i zenskich ra@lin R. acetosaoraz R. thyrsiflorusw celu
sprawdzenia czy produkt 600 pz zawiera sekweratjarakterystyczn dla ralin
meskich R. thyrsiflorus W wyniku hybrydyzacji z sorddla produktu o diugi
700 pz, pochodcego zR. thyrsiflorus zaobserwowano sygnat dlaskio meskich oraz
brak sygnatu dla &in zenskich obu gatunkow (ryc. 19a). Przeprowadzono réuvni
hybrydyzacg tej samej btony z soaddla produktu 600 pz, ktdry zaobserwowano tylko
u R. thyrsiflorus (ryc. 19b). Otrzymany rezultat byt taki sam jak pvzypadku
poprzedniej sondy, céwiadczy moze o tym,ze produkt 600 pz nie zawiera sekwencji
wystepujacej jedynie u rmaskich okazéw R. thyrsiflorus (a wiec gatunkowo-

specyficznej).

f m f m

K B
R. acetosa ' . ‘ R. acetosa } .

| [
R. thyrsiflorus L« . R. thyrsiflorus ‘
‘ - i b)

Ryc. 19. Hybrydyzacja typu dot blot z calkowitym DNA dom R. acetosa
i R. thyrsiflorusa) z sond dla produktu starterow UGRO08-f/UGRO08-r o wielkb
700 pz pochodgkego z R. thyrsiflorus b) sond dla produktu starterow
UGRO08-f/UGRO08-r o wielkéci 600 pz pochodrego zR. thyrsiflorus f — rosliny
zenskie, m — réliny meskie

5.2.2. Analiza proporcji ptci nasion

Kolejnym etapem badabyto ustalenie proporcji ptci nasidr. thyrsiflorus
w populacjach naturalnych. Analizowano po 100 maspochodzacych z dwoch
populacji w Przegini i Rudawie. Dla k@ego z nich uzyskano produkt R730-A/R730-B
potwierdzagcy dobp jakos¢ matrycowego DNA. Jesli uzyskano produkt 900 pz dla
markera RAY i dwa produkty o wielkoi 600 i 700 pz dla markera UGRO08 to nasiono

uznawano za gskie, w przypadku ich braku, zanskie.
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Z pasréd 100 przeanalizowanych nasion poch@gzh z populacji w Przegini
60 uznano zaenskie a 40 za gskie. We wszystkich przypadkach otrzymano zgodne
wyniki dla markeréw RAY i UGRO08 (ryc. 20-23). Prapf@ nasionzenskich do
meskich w badanej probie wyniosta 1:1,50 i istotniatystycznie ranita s od 1:1.
(tab. 15).
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Ryc. 20. Produkty PCR otrzymane dla nasion 1-R5 thyrsiflorus pochodzcych
z populacji w Przegini; a) startery RAY-f i RAY-h) startery UGRO08-f i UGRO08-r;
m — nasiona uznane zaskie;M — wzorzec wielkéci fragmentéw DNA.
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Ryc. 21. Produkty PCR otrzymane dla nasion 26480 thyrsiflorus pochodzcych
z populacji w Przegini; a) startery RAY-f i RAY-h) startery UGRO08-f i UGRO08-r;
m — nasiona uznane zaskie;M — wzorzec wielkéci fragmentéw DNA.
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Ryc. 22. Produkty PCR otrzymane dla nasion 515 thyrsiflorus pochodacych
z populacji w Przegini; a) startery RAY-f i RAY-b) startery UGRO08-f i UGRO08-r;
m — nasiona uznane zaskie; M — wzorzec wielkéci fragmentéw DNA.
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Ryc. 23. Produkty PCR otrzymane dla nasion 76-10 thyrsifloruspochodacych
z populacji w Przegini; a) startery RAY-f i RAY-b) startery UGRO08-f i UGRO08-r;
m — nasiona uznane zaskie; M — wzorzec wielkéci fragmentéw DNA.

Przebadano rownie 100 nasion zebranych z populacji w Rudawie. We
wszystkich przypadkach wyniki otrzymane przyyciu starterow RAY-f i RAY-r oraz
UGRO08-f i UGRO08-r byly zgodne (ryc. 24-27). W amalivanej probie stwierdzono
obecnd¢ 58 nasionzeaskich i 42 mgskich. Stosunek nasion egkich do zenskich

wyniost 1:1,38 i nie odbiegat istotnie od rownowégib. 15).
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Ryc. 24. Produkty PCR otrzymane dla nasion 1-R5 thyrsiflorus pochodzcych
z populacji w Rudawie; a) startery RAY-f i RAY-r) startery UGRO08-f i UGRO08-r;
m — nasiona uznane zaskie;M — wzorzec wielkéci fragmentéw DNA.
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Ryc. 25. Produkty PCR otrzymane dla nasion 26480 thyrsiflorus pochodacych
z populacji w Rudawie; a) startery RAY-f i RAY-r) startery UGRO08-f i UGRO08-r;
m — nasiona uznane zaskie; M — wzorzec wielkéci fragmentéw DNA.
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Ryc. 26. Produkty PCR otrzymane dla nasion 515 thyrsiflorus pochodzacych
z populacji w Rudawie; a) startery RAY-f i RAY-r) startery UGRO08-f i UGRO08-r;
m — nasiona uznane zaskie;M — wzorzec wielkéci fragmentéw DNA.
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Ryc. 27. Produkty PCR otrzymane dla nasion 76-10 thyrsifloruspochodacych
z populacji w Rudawie; a) startery RAY-f i RAY-r) Btartery UGRO08-f i UGRO08-r;
m — nasiona uznane zaskie; M — wzorzec wielkéci fragmentéw DNA.

Zarowno uR. thyrsiflorusjak i u R. acetosawykazano liczebs przewag
nasionzenskich. W obydwu przeanalizowanych populacj&hthyrsiflorusodchylenie
od zrownowaonej proporcji pici byto jednak znacznie mniejsze w populacjach
R. acetosatacznie dla nasiomR. thyrsiflorusz dwdch populacji otrzymano propagcj
ptci 1:1,44, ktora istotnie statystycznieznita se od 1:1 (P < 0,02), podczas gdy
u R. acetosavartcs¢ ta byta wysza i wyniosta 1:1,78 (P<0,001) (tab. 15).

5.3.R. arifolius

Przeanalizowano trzy nie kwioe rgliny pochodace z dwoch stanowisk:
dwie, z okolic Strbskiego Plesa (Tatry), oraz gdnKopy Bukowskiej (Bieszczady).
Pte¢ roslin ustalono przy pomocy starterow RAY-f i RAY-r. tbdliny uznanej za
meska produkt amplifikacji miat wielké¢ okoto 900 pz, czyli tak samy jak
w przypadkuR. acetosai R. thyrsiflorus U jednej z rélin uznanych zazenskie
pochodacej z okolic Strbskiego Plesa pojawi¢ girodukt o zbltonej wielkdci, lecz o
znacznie mniejszej intensyw§w, u drugiej przebadanej dlomy zenskiej nie
stwierdzono obecrioi zadnego produktu dlazytych starteréw. Wyniki teaspodobne
do obserwacji dokonanych u dwéch wézej analizowanych gatunké®Rumex gdzie
rowniez u niektérych rélin zeaskich zauwaono produkty o zbhkonej wielkcci do
produktu diagnostycznego, ale znacznie stabigjasnplifikujace u niektorych gtin
zenskich (ryc. 28a). Wyniki dla markera UGR08 byly pbae do tych, ktore
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otrzymano uR. acetosaU rasliny meskiej R. arifolius wystapit produkt o wielkdci
okoto 700 pz, brak byto natomiast produktu okotoO6pz, ktéry obserwowano
u R. thyrsiflorus U raslin zenskich brak byto jakichkolwiek produktéw (ryc. 28b).
Reakcja kontrolna ze starterami R730-a i R730-bwimrntizita dobg jakosé

matrycowego DNA analizowanychdn (ryc. 28c).
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Ryc. 28.Produkty PCR otrzymane dlashm R. arifolius a) startery RAY-f i RAY-r,
b) startery UGRO08-f i UGRO08-r, c) startery R730-ARv¥30-B; m — rélina ngska
z populacji z okolic Strbskiego Plesa (Tatry), fxoslina zenska z populacji z okolic

Strbskiego Plesa (Tatry), f2 — Stma zeaska z Kopy Bukowskiej (Bieszczady),
M — wzorzec wielkéci fragmentow DNA.

5.4. Inne gatunki z rodzajuRumex

W celu sprawdzenia czy sekwendiAYSIi RAYSII wysipuja u stabiej
spokrewnionych zR. acetosagatunkdéwRumex przeprowadzono PCR ze starterami
RAY-f i RAY-r oraz UGRO08-f i UGRO08-r wykorzystag preparaty DNA
wyizolowanego z 3 rin meskich i 3 zenskich R. hastatulus 3 raslin meskich i 3
zenskich R. acetosellaoraz 3 rélin R. crispus U zadnej z wymienionych gin nie
otrzymano produktu diagnostycznego dla tych patetav, sSwiadczcego o obecrigi
sekwencjiRAY Sllub RAY Sllu tych gatunkow.
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5.5. Poszukiwanie markerdéw sprgzonych z pich
u R. acetosella

5.5.1. RAPD

Przetestowano 27 starterow RAPD (tab. 12) przepiaajc reakcg
z wyciem matrycowego DNA losowo wybranejslioy meskiej R. acetosella Do
dalszych analiz wybrano startery gt wyrane profile sktadajce s¢ z wielu pgzkow
(tab. 12). Dla kadego z wybranych 18 starterow przeprowadzono RARKowystupc
matrycowe DNA pochodze z 5 rélin zeaskich oraz 5 réin meskich R. acetosella
(ryc. 29) w celu zidentyfikowania gtkow charakterystycznych dla g, meskich.
Poszczegodlne startery generowaly od 7 do 2@kpw o wielkdici wahajcej sk
w granicach od 0,25 do 5 kb (tab. 16jcknie przeanalizowano 220 produktow RAPD.
Mimo iz 181 z nich wykazato polimorfiznzaden nie byt charakterystyczny dlalno

meskich.

[p7] i . rosliny zenskie . rosliny meskie R

3000-

2000-

1500-

1200-

1000-
900-
800-

700-
600-

500-
400-

300-

Ryc. 29. Produkty otrzymane dla startera RAPD13 ulino zenskich i ngskich
R. acetosellaM — wzorzec wielkéci fragmentéw DNA.
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Tabela 16.Liczba i wielka¢ produktow otrzymanych przyzyciu poszczegoélnych
starterow RAPD.

: . ) Zakres wielkosci
Nazwa Liczba Liczba prazkow .
A , : produktow

startera prazkow polimorficznych [Kb]

RAPD1 15 14 0,35-3,2
RAPD2 13 12 0,45-3,1
RAPD3 9 5 0,70-3,0
RAPD4 7 4 0,40-2,0
RAPD5 10 8 0,50-5,0
RAPD7 13 8 0,35-3,0
RAPD8 17 16 0,50-4,0
RAPD9 9 8 0,55-3,0
RAPD10 13 12 0,40-2,0
RAPD11 11 10 0,55-3,5
RAPD12 10 10 0,55-5,0
RAPD13 13 10 0,60 -3,0
RAPD14 12 8 0,40 - 2,2
OPA-04 16 12 0,30 - 2,2
OPA-17 10 10 0,25-2,2
OPB-07 20 15 0,30-4,0
OPC-01 13 9 0,75-4,0
OPC-10 9 10 0,30-2,0
t acznie 220 181 0,25-5,0

5.5.2. ISSR

Wykorzystano 6 starterow ISSR (tab. 14). Podobalew przypadku RAPD
dla kadego z nich przeprowadzono reakcykorzystupc matrycowe DNA
pochodace z 5 r@lin zenskich oraz 5 rélin megskichR. acetosellaDla poszczegdlnych
starterow uzyskano od 3 do 10 produktowacznie otrzymano 39 produktow
o wielkasci od 0,25 do 1,8 kb, $w6d nich byto 31 produktow polimorficznych (tab.)17
Nie stwierdzono obecroi prazka wystpujacego u wszystkich gtin meskich, ktory
nie wystpitby u zadnej z rélin zeaskich, jednak w przypadku startera ISSR1
zaobserwowano produkt o wieba okoto 0,45 kb obecny u niektérychstlia meskich,

a nie wysgpujacy uzadnej réliny zenskiej, dlatego starter ten przetestowano gezy
iloscig roslin. Produkt ten obecny byt u 6 z 10ska meskich i uzadnej z 10 rdin
zenskich (ryc. 30).
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rosliny zenskie rosliny meskie

Ryc. 30. Produkty otrzymane dla startera ISSR1 dldlimo zeaskich i ngskich
R. acetosellastrzatly zaznaczono produkt 0,45 pz, wymtjacy wylacznie u niektorych
roslin meskich,M — wzorzec wielkéci fragmentéw DNA.

Tabela 17.Liczba i wielkag¢ produktéw otrzymanych przyzyciu poszczegolnych
starterow ISSR.

Nazwa Liczba Liczba prazkow Zakres wielkosci produktow

startera prazkow polimorficznych [kb]

ISSR1 4 3 0,38 — 0,85
ISSR2 11 9 0,25-1,8
ISSR3 4 3 0,40-0,70
ISSR4 3 1 0,40 - 0,90
ISSR6 7 6 0,30-1,5
ISSR7 10 9 0,35-1,1

t acznie 39 31 0,25-1,8
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6. Dyskusja

6.1. Markery pfci

6.1.1.R. acetosa

W pierwszym etapie badaanalizowano skuteczié okreslania pici rglin
R. acetosapochodzcych z polskich populacji na podstawiezyaia wybranych
markerow SCAR. Do tego celu wybrano dwie pary staiw PCR: RAY-f i RAY-r
(Korpelainen 2002) amplifikage sekwenej repetytywr RAYSI znajdujca sie ha
chromosomach ¥i Y, (Shibata i in. 1999) oraz UGRO08-f i UGRO08-r powjgte inry
sekwenag} powtorkows RAYSII wystepujaca wytacznie na chromosomie ;Y(Mariotti
i in. 2009).

Dotychczasowe badania nie wykazatyRuwmexobecndci sekwencji RAYSI
poza chromosomami Y (Navajas-Peréz i in. 2005a6280ibata i in. 1999). Rownie
Korpelainen (2002), postugig sk starterami RAY-f i RAY-r, zaprojektowanymi
specjalnie do wykrywania tej sekwencji, obserwowatadukty amplifikacji (900 pz)
wytacznie u mgskich okazowR. acetosaPrezentowane wyniki, uzyskane przeze mnie
z wyciem tych samych starteréw, wykazaty jednak wysnie produktu amplifikacji
réwniez u niektérych rélin zenskich. Jego diug@ byta zblizona do obserwowanej
u neskich okazOwR. acetosa jednak uzyskany sygnat byt w 4dym przypadku
wyraznie stabszy. Sekwencjonowanie tego produktu potzier jego due
podobigistwo doRAY Sl Moze toswiadczy o istnieniu w analizowanych populacjach
dodatkowego locus tej sekwencji w jednej z par satodw lub w chromosomie X,
a mafa intensywn@é prazka jest najprawdopodobniej skutkiem niewielkiejzby
powtorzeéd sekwencji RAYSI w zenskim genomie. Podobna sytuacja ma miejsce
w przypadku sekwencjiRAE180Q ktora podobnie jakRAYSI naleey do DNA
satelitarnego i tate wystpuje w duych ilosciach na chromosomach K. acetosa
(Ruiz Rejon i in. 1994, Shibata i in. 2000a). Orégch chromosoméw zlokalizowano
ja jednak take na autosomach i chromosomie X. Z@k w tym przypadku liczba

powtorze i ich lokalizacja ranity si¢ w zaleznosci od populacji. Shibata i in. (2000a)
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w japaiskiej populacjiR. acetosastwierdzili wystpowanieRAE180na autosomach 1
I 4 pary, natomiast Cunado i in. (2007) otrzymagrsat hybrydyzacyjny dI&RAE180
tylko na jednej z par autosomoéw uslio pochodacych z Hiszpanii. Na podstawie
takich wynikdbw mana wnioskowé o duzej miedzypopulacyjnej zmienrici zwiazanej
z wystpowaniem dodatkowych loci DNA satelitarnego, uznaego za istotny
sktadnik chromosoméw Y R. acetosaWydaje st, ze podobne zrhicowanie mae
dotyczy¢ réwniez sekwencji RAYS] uznawanej do tej pory za diagnostygzdia
chromosomow Y dwupiennych gatunkow z gruRy acetosaposiadacych system
chromosomow pici XX/XYY,. Nie mana wykluczy¢, ze w badanych polskich
populacjach doszto do translokacji i powstania dkal&ego locus tej sekwencji poza
chromosomami Y. Inne wyttumaczenie obema@roduktu starterow RAY-f i RAY-r
u badanych przeze mnie slim zenskich powaza® mazna z jego bardzo nigk
intensywndcia. By¢ maze powodzenie amplifikacji, ze wzglu na niewiell liczbe
powtdrek sekwencji docelowej pozacskimi chromosomami pici, zatg w znacznym
stopniu od warunkéw przeprowadzenia reakcji PCRechliinne warunki reakcji
w daswiadczeniu Korpelainen (2002) i ograniczona czéiiechnik hybrydyzacyjnych,
stosowanych przez pozostatych badaczy, nie pozavahlit na wykrycie sekwenciji
RAYSI u rddlin zenskich. Wptyw na to mogto mée rowniez uzywanie sondy
zsyntetyzowanej na matrycy DNA stim meskich. Badania nad ¢bnami z terenu
Polski wykazaty,ze sekwencje pochodee z r@lin meskich i zenskich wyranie si
réznia (ryc. 6). Ré@nice takie (38 substytuciji, dwa indele) mognacznie utrudii
przylaczanie sondy.

Navajas-Peréz i in. (2005a, 2006) wykazak pomgdzy poszczegollnymi
powtorzeniami sekwencfRAY Slistnieje znaczne zeiicowanie orazze uR. acetosa
wystepujg dwie podrodziny tej sekwencjRAYSI-Ji RAYSI-S Zwykle w przypadku
powtorzer tandemowych dochodzi do ujednolicenia sekwengizppegolnych kopii na
skutek ewolucji zbienej (ang. concerted evolution zgodnie z kt& mutacje
zachodzce w poszczegolnych jednostkach rozprzestrzgsiajna pozostate poprzez
wielokrotne crossing overlub na drodze konwersji genow (Dover 1982). Selajen
RAYSlznajduje si w nierekombinujcych obszarach chromosomoéw Y, dlatego tempo
homogenizacji jej podjednostek jest znacznie spoiwok w stosunku do podobnych
tandemowych powtorzew rejonach podlegagych rekombinacji (Navajas-Peréz i in.
2005a). Trudno jednoznacznie rozstrzygnczy opisane tutaj vice pomgdzy

klonami RAY_F10 i RAY_M5 g rzeczywicie zwhzane z pta, czy z polimorfizmem

67



podjednostekRAYS] bowiem sekwencjonowaniu poddano jedynie po jedrkomie
zawierajcym t3 sekwengj pochodzca z rasliny meskiej i zenskiej R. acetosa
Pierwsza ewentualdd wydaje s¢ bardziej prawdopodobna, poniewanaliza zeli
wskazuje,ze uzyskane z ayciem starterow RAY-r i RAY-f pzki prazki z roslin
zenskich zawieraj nieco dhasze (wolniej migrujce w zelu) fragmenty DNA ni te
uzyskane z rdin meskich. Rénica wielkdci jest zauwaalna zaréwno w odniesieniu
do analizowanych #tin jak i do nasion, bez wzgdllu na to, z jakiej populacji pochagz
(ryc. 2a, 8a-15a). Wyniki sekwencjonowania suggreg produkty otrzymane z §iin
zenskich powinny by, na skutek wyspowania dwdéch indeli, o 37 pz disze nk
uzyskane z rdin meskich. Mazna wkc przypé, ze opisane zmiany asptciowo
specyficzne, a zestawienie sekwencji otrzymanycbnditv z najbliej z nimi
spokrewnionymi sekwencjanRAY Slpochodzcymi z populacji japaskiej R. acetosa
(klony RAYSI8 i RAYSI19) (Shibata i in. 1999) (ry@) dowodzi,ze zmiany te u nich
nie wystpuja (ryc. 29). Dlatego prawdopodobnie najpierw dos#io powstania
dodatkowego locuRAYSIpoza chromosomami Y, poniewaiie zawiera on tych
delecji. Po jego powstaniu sekwencja RAYSI znajga s¢ na chromosomach Y
podlegata dalszym zmianom, o czyswiadczy obecn& dwoch delecji nie
wystepujacych w sekwencjach pochagz/ch z populacji japaskie;.

Na podstawie sekwencji klonbw RAY_F10 i RAY_MS5 onpabranych z bazy
Genbank sekwencfRAYSIR. acetosa populacji japaskiej i hiszpaskiej a take tej
samej sekwencji pochoaizej od innych gatunkow z rodzajdumex R. papillaris
z populacji hiszpéskie i R. intermediusz Maroko (Navajas-Peréz i in. 2005a, 2006,
Shibata i in. 1999) utworzono drzewo filogenetyczn&/ykazato ono bliskie
pokrewigistwo obu uzyskanych z polskich sa sekwencji RAYSI (RAY_F10
i RAY_F5). Mazna to uzné& za potwierdzenie tezy o powstaniu dodatkowego,
podlegagcego niezalenej ewolucji locus tej sekwencji poza chromosomami

Do wspdlnego kladu z sekwencjami pochgmani z polskiej populacji
R. acetosanalezg tez pochodzce z Japonii, lecz twogz one osob#@p podgrug.
Pokczenie w jeden klad sekwencji z tak odlegtych papjil potwierdza wniosek
wyciagnigty przez Korpelainen (2007) na podstawie analizyienmaici sekwenciji
RAYSIw populacjachR. acetosaz 15 regiondw w Europie oraz Gor Altaj (Rosja),
mowiacy, ze zmienné¢ tej sekwencji nie koreluje z pochodzenieniliro Osobr
grupe tworza sekwencje klonbw RAYSI-14, RAYSI-2R. acetosaz Hiszpanii oraz
PAP-35 i PAP-212R. papillaris z Hiszpanii, ktore zgodnie z klasyfikacgtworzomn
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przez Navajas-Peréz i in. (2005a, 2006) zawdenagriant sekwencjRAY Sinazwany
RAYSI-J Ostatnia grupa zawiera trzy podrodziny sekweR@jY Slwyroznione przez
Navajas-Peréz i in. (2005a, 200RAY SI-Spochodzcy z R. acetosgklony RAYSI-25
i RAYSI-62) oraz INT-A (klony INT-3 i INT-42) i INFB (klony INT-7 i INT-29)
z R. intermediusOtrzymane drzewo odzwierciedla podziat na te pdzry, jednak
sekwencjeRAY Slpochodzce z populacji polskiej i japgzkiej R. acetosaiie naleg do
zadnej z podrodzin wyenionych przez tych autoréw, lecz twarasobny klad.

Pomimo obecni stabego produktu PCR ustim zenskich, startery RAY-f
i RAY-r (specyficzne dla sekwencRAYS) uzn& mazna za przydatne do olétania
pici nasionR. acetosaWskazug na to wyniki z ayciem drugiej pary starteréw, dapj
mgskospecyficzny produkt. Byly to startery UGRO84/GRO8-r (Mariotti i in. 2009)
amplifikujace sekwenej RAYSII znajdujca sk ha chromosomie Y U wszystkich
analizowanych rdin daty one wyniki zgodne ze starterami RAY-f i RA, a tylko w
przypadku jednego z badanych nasion rezultaty @ngskrzy pomocy tych markeréw
roznity si¢, poniewa otrzymano produkt diagnostycznwiadczicy o obecnéci
sekwencjiRAYS] brak byto natomiast produktu amplifikacji sekwgrRAY Sl Moze to
wynika¢ z mutacji zwiazanej z brakiem chromosomu; Yv analizowanym nasieniu.
Zgodnie z systemem determinacji pici X:A nasieniezlgpwione jednego
z chromosoméw Y uzianalery za meskie. Pomimo to przydatsé starteréw UGRO8-f
i UGRO08-r do okréania pici ré@lin u tego gatunku wydaje gsiwicksza nk markeréw
RAY-f i RAY-r, poniewaz generuj one produkty (700 pz) watznie na matrycy DNA
roslin  meskich. Dodatkowo potwierdzono autosomalnokalizacg sekwenciji
repetytywnejRAE730(Shibata i in. 2000a), naigcej do tej samej rodziny cRAYSI
I RAYSII Zaprojektowane dla tej sekwencji startery R7304R730-B (Navajas-Peréz
i in. 2005a) mog by¢ u R. acetosa powodzeniem stosowane w celu kontroli jako

matrycy DNA, poniewa dap produkt zaréwno u g&in zenskich jak i ngskich.
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| + + + + + + + + + + + + |
ACTCGAATGTARGCATTTGGTCCTARTTAGGCCTAATTAGACCATTAATAGTCATTTGACAC---TATATCARGGAA-AARAATACTTGATTTTC-ACTCTATTGACTCTCAAAGAGTACGTAATACTATA
ACTCGAATGTARGCATTTGGTCCTAARCGAGGCCTAATTGGACCGTTAATAARTCATTTGACCCATATATATCARGGAATAARAATACTTGATCTTCCACTCTATT-CCTCTCAAAGAGTACGTAATACTATA
ACTCGAATGTARGCATTTGGTCCTARTTAGGCCTAATTGGACA-TTAATAATCATTTGACCCATATATATCARGGAATAARAATACTTGATCTTCCACTCTATTGACTCTCAAAGAGTACGTAATACTATA
ACTCGAATGTARGCATTTGGTCCTARTTAGGCCTAATTGGACCTTTAATAGTCATTTGACAC---CATATCTAGGAATAARAATACTTGATCTTCCACTATATTGACTCACAAAGAGTACGTAATACTATA
ACTCGAATGTARGCATTTGGTCCTAARLLAGGCCTAATTgGAC:, TTAATAgTCATTTGACALC , . .tATATCaAGGAALAARAATACTTGATcTTCcACTcTATTgaCTCECAARAGAGTACGTAATACTATA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| + + + + + + + + + + + + |
AGTAARTCCARCTGGGCCCARTTTCCTCTTTCATCATTGTTTCCCGTTATGTTTGCATTAARTATAGACATACTTCCACTG-TATACTCTCTTTARTCGTCTGAAACCCTATCAARTGT-ACCAATTGGGLTA
AGTARTCCARCTGGGCCCARTTTCCTCTTTCATCAARTGTTTCACACTATATTTGCGT-AATATAGACATACTTCCACTGTTATATTCTCTTTARTCGTCTGAAACCCTATCAARTGT-ACCAATTGGGLTA
AGTARTCCARCTGGGCCCARTTTCCTCTTTCATCARTGTTTCACACTATATTTGCGT-AATATAGACATACTTCCACTGGTATATTCTCTTTARTCGTCCGAAACCCTATCAARTGTTACCAATTGGGLTA
AGTARTCCARCTGGGCCCARTTTCCTCTTTCATCATTGTTTCCCGCTATGTTTGCAT-AATATAGACATACTTCCACTG-TATATTCTCTTTARTCGTTTGAAACCCTATCAATGT-ACCAATTGGGLTA
AGTARTCCARCTGGGCCCAATTTCCTCTTTCATCALTGTTTCcCgeTATgTTTGCAT .AARTATAGACATACTTCCACTG, TATALTCTCTTTARTCGT . GAAACCCTATCAATGT ,ACCAARTTGGGLTA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| + + + + + + + + + + + + |
ACTACGCATARTTGCATGAATTTATARACAATATATCAARGG-CATAAGA-GTTCCACTATATTG-ACTATTGCATTGTACTCARATATAAGCATTATTTCTTAATTAGGCCCAATTGCACCATTTATAT-
ACTACGCATARTTGCATTAATTTATARACAATATATCARGGGCATAAGAAGTTCCACTATATTG-ACTATTGCATTGTACTTARATATAARGCATTATTTCTTAATTAGGCC-AATTGCACCATTTATAT-
ACTACGCATARTTGCATTAATTTATARARCAATATATCARGGGCATAAGA-GTTCCACTATATTGGACTATTGCATGGTACTCARATATAARGCATTATT-CTTAATTAGGCC-AATTGCAC-ATTTATAT-
ACTACACATARTTGCATGAATTTATARACAAGATATCAARGG-CATAAGA-GTTCCACTATATTG-ACTATTGCATTGTACTCARATATAATCATTATTTCTTAATTAGGCCCCATTGCATCATTTATATA
ACTACgCATARTTGCATgAATTTATAARACAALATATCAAGG , CATAAGA, GTTCCACTATATTG. ACTATTGCATLGTACTcARATATAACATTATTLCTTAATTAGGCCcaATTGCAccATTTATAT,

391 400 410 420 430 440 4510 4610 470 480 490 B0 10 h20
| + + + + + + + + + + + + |
TCGTTTCGCACCATATTAATGAARTTGARTACTTCATCTTCCACTATATTGACTCTCAATAGTARGTARGAATATAAATGAARCTAATTCTGCCCARCTACGACAATTTCCTCATTCATCGACGTTGCATAA
TTIGTTTCGCACCATATTAATGAARTTGARTACTTGATCTTCCACTATATTGACTCTCAATAGTARGTARGAATATAAATGAACTAATTATGCCCARCTACGANAATTTCCTCATTAARTCGACATTGCACAA
TTIGTTT-GC-CCATATTAATGAARTTGARTACTTGATCTTCC-CTATATTGACTCTCAATAGTARGTARGAATATAAATGAACTAATTATGCCCARCTACGATAATTTCCTCATTCATCGACATTGCACAA
TCGTTTCCCARCATATTAATGAARTTGARTACTTCATCTTCCACTATATTGACTCTAAATAGTARGTARGAATATAAATGAACTAATTATGCCCARCTACTACAATTTCCTCATTCATCGACGTTGCACAA
TcGTTTegCacCATATTARTGARTTGARTACTTcATCTTCCAaCTATATTGACTCTcAATAGTARGTARGAATATAAATGAACTAATTaTGCCCARCTACgACAATTTCCTCATTcATCGAC TTGCACAA

hel 30 LT: 11 b L) R70 Lt H90 (1] 610 G20 B30 (1. (1) 650
| + + + + + + + + + + + + |
TATATCAARGGGATAGTATTATCGATCATACACCTAATAGACTATTGAATAGGCCARAARAACTARAATCGAAACAATTTGGCACARCTATTGTCARTTGCCTCATTCATTGAGGTTTCACACTATATTGLG
GATATCAAGGCATAGTATTATCGATCATCCACCAAATAGACTCTCGAATAGGCCARAARAACTACAATCGAAACAATTTGGCCCARCTATTGTCARTTGCCTCATTCATTGAGGTTTCACACTATATTGLG
GATATCAARGGCATAGTATTATCGATCATCCACCTAATAGACTCTCGAATAGGCCGAAARAACTACAATCGAAACAACTTGGCCCARCTGTTGTCARTTGCCTCATTCATTGANGTT-CACACTATATTGLG
TATATCAARGGCATAGTATTATCGATCATCCACCTAATAGACTATCGAATAGGCCGAAAAACTACAATCGAAACAATTTGGCACARCTATTGTCARTTGCCTCATTCATTGAGGTTTCACACTATATTGLG
LATATCAARGGCATAGTATTATCGATCATcCACCEAATAGACTaTcGAATAGGCCgAARAAACTAcAARTCGAAACAAL TTGGCaCARCTaTTGTCARTTGCCTCATTCATTGAGTTLCACACTATATTGLG
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ACATAATATACTCAARTATTATAGTARATATAGTCTCTAARTAGT THAGAARAAATGTGARTGAACAATTTTGGACCAARCTAGGCCCAATTGCCTCATGCATCAARTGTTTAACACTATATTAAGGCATAARTAT
ACATAATATACTCAATGTTATAGTAAATATACTCTCTAATAGT TAGARAAAATGTGAATGAACTAGT TACAARCCAARCTAGGCCCAATTGCCTCATGCATCAATGT TTAACACTATATTAARGGCATAARTAT
ACATAATATACTCAARTGTTATAGTAAATATACTCTCTAATAGT TAGAAAAAATGTGAATGAACCAGT TACAARCCAACTAGGCCCAATTGCCTCATGCATCAATGTTTAACACTATATTAAGGGATAARTAT
ACATAATATACTCAATGTTATAGTARATATAGTCTCTARTAGTTA AGGCATAAT—————- ATACACGARTGTTTAACACTATATTAAGGCATARTAT
ACATAATATACTCAATTTATAGTARATATAgTCTCTARTAGT TAgaaaaaat gt gaatgaac, a.bt, , .accaactAGGCccAATEgoctcATgCALcARTGTTTAACACTATATTAAGGCATARTAT
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ACACGAATTTACARTATATATTATTTCGAATARGCCGARATGCTTTCARTGTACTAARCTGGGCCARCTAGGGCTAGTTGCATTATATTTTTGTCGCTTCACARTATATCARGGCATACTTARCTCARTCT
ACACGAATTTACARTATATATTCTCTCGAATARGCCGARGCGCTATCARTGTACTAACT TGGCCAARCTAGGGCTAGT TGCATTATATTTTTGTCGCTTCARARTATATAAGGGCATACTTARCTCARTCT
ACACGAATTTACARTATATATTCTCTCGAATARGCCGAAGCGC TATCAARTGTACTARCTGGGCCAACTAGGGC TAGTTGCATTATATTTTTGTCGCT TCAGARTATATAAGGGCATACTTARCTCAARTCT
ACTCGAATTTACARTATATATTATTTCGAATARGCCGAAATCCTTTCAARTGTACTARCTGGGCCAACTAGGGC TAGTTGCATTATATTTTTGTCGCT TCACARTATATCARGGCATACTTARCTCAARTCT
ACaCGAATTTACARTATATATTaTL TCGAATARGCCGARat gCTETCARTGTACTAACT gGGCCARCTAGGGC TAGTTGCATTATATTTTTGTCGCTTCACAARTATATcAAGGCATACTTARCTCARTCT

800 a10 820 830 840 850 860 870 880 890 900

911 930 935
| + + |
TCCACTTTATGARCARTCGTGTAGT
TCCACTTTATGGACAATCGTGTAGT
TCCACTTTATGGACAATCGTGTAGT
TCCACTTTATGARCAATCGTGTAGT
TCCACTTTATGaACAATCGTGTAGT

920

Ryc. 29.Zestawienie sekwencji klonébw RAY_F10, RAY_M5, RABS RAYSI19
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6.1.2.R. thyrsiflorus

Te same dwie pary starterow, ktorychyto u R. acetosatestowano rownie
u R. thyrsiflorus,ktory jest blisko spokrewniony z wcégej omawianym gatunkiem,
a niekiedy jest nawet uwany za jego podgatunelR( acetosasubsp.thyrsiflorus
(Fingerh.) Hayek). Podobnie jak w przypadRu acetosaobydwa omawiane markery
okazaty st przydatne do okétania ptciR. thyrsiflorus

W przypadku starterow RAY-f i RAY-r otrzymano taldam wynik jak
w przypadkuR. acetosa U niektérych relin zenskich réwnie otrzymano produkt
o podobnej wielkéci do tego, ktéry byt obecny u diin meskich, ale o znacznie
mniejszej intensywriei. Przy zastosowaniu starterow UGRO8-f i UGRO08-roslin
meskich oprocz produktu o wielkoi okoto 700 pz otrzymano jednak rownie
dodatkowy produkt, ktorego wielké6 oszacowano na okoto 600 pz, nigdy nie
wystkpujacy u R. acetosa Aby sprawdzi czy sekwencja produktu 600 pz jest
specyficzna dlaR. thyrsiflorus obydwa produkty sklonowano izyto jako sondy
hybrydyzacyjnej. Sonda dla produktu 700 pz zgodnieczekiwaniami data sygnat
hybrydyzacyjny dla rdin meskich zarowno R. thyrsiflorus jak i R. acetosa
jednoczeénie nie hybrydyzujc z DNA railin zenskich obydwu tych gatunkéw. Taki
rezultatswiadczy o dé¢ duzym podobi@stwie RAY Sllamplifikowanej przez startery
UGRO08-f i UGRO08-r u obu gatunkdéw oraz o jej lokak na negskim chromosomie
ptci. Jest to zgodne z wynikami hybrydyzacji typlSH: u R. acetosasekwencja ta
wystepuje w dwodch daych blokach na chromosomie,Ya brak jej na chromosomie X
i autosomach (Matriotti i in. 2009). Poniemaki sam wynik data hybrydyzacja z send
dla fragmentu 600 pz, moa przyjé, ze ten o sto par zasad krotszy produkt starteréw
UGRO08-f i UGRO08-r nie zawiera sekwencji specyfigzika R. thyrsiflorus Jego
obecnd¢ u tego gatunku me by zwigzana z zdciem mutacji skutkujcej
powstaniem dodatkowego miejsca paryglania jednego ze starterow (UGRO8-f lub
UGRO08-r) do matrycy. Jest to prawdopodobne, pontesekwencjaRAY Slipodobnie
jak pozostate sekwencje nadee do tej samej rodziny, czylRAYS] RAYSIII
i autosomaln&®RAE730 wyewoluowaty poprzez duplikacjednostki o dtugéci 120 pz
(Mariotti i in. 2009).RAY SliIsktada si z 6 takich jednostek, w aflrie ktorych wystpuje
znaczne podobistwo sekwencji i niewielka zmiana w sekwencji moggawodows, ze
jeden z tych starteréw pragiza s¢ dodatkowo w olabie innej jednostki 120 pz co e
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skutkow@& o tyle krétszym produktem. Zgodnie z tym scenaeuns, sekwencja
dodatkowego produktu amplifikacji B. thyrsiflorusnie powinna odbiegaod sekwencji
wystepujacej w matrycowym DNAR. acetosgco potwierdza hybrydyzacja), natomiast
matrycowy DNARAY SIIR. thyrsifloruspowinien zawieraspecyficzi dla niego mutagj
umazliwiajaca przylczenie startera UGR w nietypowym, oddalonym o d@0 pz od
pocatku/zakaczenia miejscu. Mna to lgdzie w przysztéci sprawdzt, sekwencjonuc
dtuzszy produkt starterow UGR u obu gatunkow.

6.1.3.R. arifolius

Gatunek ten jest podobnie j&k thyrsiflorusblisko spokrewniony R. acetosa
Wyniki uzyskane u obu tych gatunkow niezmdy sic. W przypadku starterow RAY-f
I RAY-r, uzyskano take staby produkt u jednej z dim zenskich. Startery UGRO8-f
i UGRO8-r daty pojedynczy produkt ustmy meskiej, co wyranie r@ni ten gatunek od
R. thyrsiflorus zbliza go pod tym wzgddem doR. acetosa

Badania nadR. arifolius miaty charakter pilotaowy, warto byto by jednak
przeprowadzi bardziej wyczerpuge analizy zarbwno amplifikowanych sekwenciji jak
I stosunku pfci nasion w jego populacjach. Moghdme rzuat swiatto na wzajemne
pokrewieistwva w obgbie tej grupy trzech stabo zmdicowanych gatunkow.
Szczegolnie interesage mogto by by poréwnanie powtarzalnych sekwencji typu
RAYS u tych gatunkéw, poniewarzucito by ono niecoswiatta na ewolug
chromosomow Y w okbie najblizej spokrewnionych ze sabgatunkéw Rumex
z systemem chromosoméw pici XX/XY,. Poza tym, sp@déd gatunkowRumex
nalezacych do tej samej sekcjafetosd, opisano ju sekwencjeRAY Sdla R. acetosa
R. papillaris R. tuberosusR. intermediusi R. thyrsoides(Navajas-Perez 2005b),
natomiast dleR. arifoliusi R. thyrsifloruszupetnie brak danych na temat. Poszerzenie
bazy sekwencjiRAYS o te gatunki i przeprowadzenie badgporownawczych
umazliwitoby szersze spojrzenie na ewolglaneskich chromosomow pici w oddoie
sekcjiAcetosa
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6.1.4. Inne gatunki z rodzajuRumex

U R. acetosaR. thyrsiflorusi R. arifolius na podstawie obecka produktu
PCR starterow RAY-f i RAY-r oraz UGRO08-f i UGRO08potwierdzono obecrio
sekwencjiRAYSIi RAYSII Ta samy metod wykorzystano w celu sprawdzenia czy te
sekwencje wyspuja u innych gatunkéw z rodzajlRumex Ich obecnéci nie
stwierdzono u dwupiennycR. hastatulud R. acetosellaoraz u hermafrodytycznego
gatunkuR. crispus Wyniki te & zgodne z doniesieniami innych autorow. NavajagPer
I in. (2006, 2007) stwierdzilize sekwencjaRAYSIwyskpuje u badanych przez nich
gatunkow posiadagych system chromosomow XX/XY , nalezacych do sekcjAcetosa
Przedstawione badania pozwalsjwierdzé, ze sekwencja ta wygtuje réwnie u innych
gatunkow z tej samej sekcji, jakimi R. thyrsiflorusi R. arifolius Ci sami autorzy nie
wykryli obecndci sekwencji RAYSI u gatunkow dwupiennych 2z systemem
chromosomow XX/XY takich jakR. acetosella R. suffruticosusi R. hastatuls
pochodacy z Teksasu oraz u 4l tego gatunku Potnocnej Karoliny o systemie
chromosoméw XX/XYY, a take u gatunkéw hermafrodytycznych. Nasze badasia s
zgodne z tymi wynikami. Nie wykryto obecim tej sekwencji uR. hastatulusi R.
acetosella oraz u R. crispus ktory jako jedyny z analizowanych byt shoa
hermafrodytycza.

W przypadku sekwencfRAYSI) ktorej obecn& wczeniej stwierdzono tylko
u dwdch gatunkéw z sekcpcetosa R. acetosa R. papillaris (Mariotti i in. 2009),
otrzymane wyniki wykazaly jej wygbowanie rownie u R. thyrsiflorus R. arifolius Przy
pomocy PCR nie wykryto jej obecfod u R. hastatulusR. acetosellaorazR. crispus co

rowniez jest zgodne z wynikami uzyskanymi przez Marioit.i(2009).

6.2. Pierwotne proporcje pici uR. acetosa
| R. thyrsiflorus

U obydwu analizowanych gatunkow stwierdzono przewlgzebry nasion
zenskich, co jest zgodne z padem, ze pierwotne proporcje pici u dwupiennych
gatunkdbwRumexsy zaburzone (Rychlewski i Zarzycki 1981, 1986, SkehlBarrett
2005). Proporcje pici byly zatee od gatunku: wksz przewag liczebry nasion
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zenskich zaobserwowano @R. acetosaniz u R. thyrsiflorus R&nice pomg¢dzy
populacjami danego gatunku byly natomiast niewelkiawet w przypadku dwoéch
populacjiR. acetosadlegtych o okoto 600 kilometréw. Moa wic przypuszczg ze
réznice proporcji pici nasion przynajmniej@ziowo wynikap z r&znic genetycznych
pomiedzy tymi taksonami. Zagadnienie to wymaga jedna&kssz/ch bada

Pierwotna proporcja pici R. thyrsiflorus okreslona za pomag PCR (59%
nasion zenskich), nie odbiega zdecydowanie od wynikédw uzygkanna drodze
liczenia chromosomow w wierzchotkach wzrostu siewalprawdzie wrod populacii
europejskich i potnocnoamerykgkich proporcje pici okidone § druga metody
wahaty s¢ w dos¢ szerokich granicach (od 43,3% do 61,8% nagmiskich), jednak
wyliczona z nichsrednia, wynosaca 54,5% (Rychlewski i Zarzycki 1981) jest bliska
wartasci okreslonej metod PCR. Dziwé maze jedynie wyszy udziat procentowy
nasion rgskich stwierdzony przez tych autoréw w niektoryctaypadkach, poniewa
pozostaje on w sprzeczimd z przekonaniemgze nasiona tej pici magby¢ mnigj
zywotne ze wzgldu na obecni@ chromosoméw Y, ktdre magby¢ genetycznie
zdegradowane (Stehlik i Barrett 2005). Zestawiengyskanych na obu drogach
wynikdw sugerujeze nasiona rskie wcale nie charakteryzugic stabsz zdolndgcia
kietkowania, z czego wynikaze przewaga liczebna sieweienskich ustalona na
podstawie bada cytogenetycznych ksztattuje ¢sina wczéniejszych etapach
rozwojowych. Jest to zgodne z obserwacjami wykomany R. nivalis u ktérego
rowniez nie stwierdzono rnic w kietkowaniu nasion gskich i zenskich (Stehlik i
Barrett 2005).

Jedna z populacji analizowanych pod wdgim pierwotnych proporcji pici
przez Rychlewskiego i Zarzyckiego (1981) pochodzit&rakowa, a wic z obszaru
potozonego blisko stanowisR. thyrsiflorus,z ktorych zebrano nasiona do analizy
molekularnej. Autorzy ci stwierdzili wyréwnane pagje pici nasion pochodeych
z tego terenu. W przypadku populacji z okolic Krakg analizowanych przy pomocy
markeréw molekularnych, w jednej z nich wykazanemelka, ale statystycznie istain
przewag nasionzenskich, w drugiej zé przewaga picienskiej nie byla statystycznie
istotna. Porownywane wynikasvi¢c zblizone — obydwa wskazujpa jedynie niewielk
przewag nasionzenskich uR. thyrsiflorusz tego terenu. Niewielkie zdice pom¢dzy
populacjami mana ttumaczy roznicami w dystrybucji pytku, ktéra wydaje esby¢
u Rumexmocno zwizana z aktuahln struktug przestrzensp danej populacji (Stehlik i
in. 2008).
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Wyniki dotyczce proporcji ptci nasiofR. acetosadznia sie od otrzymanych
przez Korpelainen (2002) dla seai finskich populacji, u ktérych nie odbiegaty one
istotnie od rownowagi. W polskich populacjach tegaunku przewaga liczebna nasion
zenskich byfa nie tylko istotna statystycznie, ale nisi relatywnie wysoka. Przyczyny
takich r&nic s trudne do stwierdzenia, poniemigtnieje wiele czynnikow dziatagych
pre- i postzygotycznie, ktére mggby¢ warunkowane zaréwno genetycznie jak
i sSrodowiskowo. Ponadto péa pora zbioru e&ci nasion (sierpi@) przez Korpelainen
(2002) nasuwa przypuszczenie, mogty by one zebrane R. thyrsiflorus.R. acetosa
zwykle kwitnie i owocuje wczaiej (maj/czerwiec).

R. acetosa R. nivaliswykazup nierbwne mikrogametyczne proporcje pici
(Btocka-Wandas i in. 2007, Stehlik i in. 2007). &waga ildciowa ziaren pytku
determinugcych pte€ zenska (A + X) nad determinacymi pted meska (A + YiY))

u tych gatunkow jest niewielka, ale istotna statyzshie. Wykryte odchylenie ikziowe

w kierunku picizenskiej w polskich populacjacR. acetosgest mniejsze w ziarnach
pytku (1:1,23) nt w nasionach (1:1,78). Dwa mechanizmy dzigdaj po zapyleniu
mog mie¢ wptyw na zwekszenie przewagi liczebnej nasiaeaskich w stosunku do
ziaren pyiku: certacja oraz zamieranie nasigggkith na wczesnych etapach rozwoju.
Jednak stwierdzenie, ktéry z nich ma rzeczywistyywpna pierwotne proporcje pici
wymaga dalszych bada

Na podstawie proporcji ptci pytku, nasion ishka kwitnacych mana
stwierdzt, ze uR. acetosgrzewaga liczebna §tn zenskich ksztaltuje i stopniowo
i ma na mi wplyw wiele mechanizméw dzialgyych na ranych etapach rozwoju.
Przewaga ziaren pytku determiacych pi€ zenska byta nizsza nk przewaga pici
zenskiej w nasionach, natomiast zanotowane przez Rydkiego i Zarzyckiego (1973)
stosunki ptci rélin kwitnacych w naturalnych populacjach tego gatunku walsigy
w granicach od 1:1,1 do 1:13,6rédnio 1:2). Podoln sytuacg zaobserwowano
réwniez u R. nivalis gdzie zaobserwowano niewiglbrzewag liczebra ziaren pytku
determinugcych pte zenska (Stehlik i in. 2007), i wiksza przewag pici zenskiej
w nasionach (Stehlik i Barrett 2005). Poniewadchylenie w nasionach byto tu
znacznie wiksze (78% nasiorzenskich, a w¢c 1:3,5), mana przypuszcza ze
u R. nivalis mniejszy wpltyw na zaburzone pierwotne proporcjei pha mechanizm
dziatapcy na etapie wytwarzania ziaren pytku, acksizy certacja lub zwkszone
zamieranie nasion ¢skich na wczesnych etapach rozwoju. W populacfcmivalis

dochodzi rownieg do zwkkszenia przewagi #tin zenskich w dalszych etapach
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rozwojowych, ale nie jest onozuak wyrane jak w przypadkilR. acetosaStehlik

i Barrett 2005). Mae to wynik& z mniej zrGnicowanejsmiertelngci roslin meskich

I zenskich niz ma to miejsce w przypadke. acetosaNieznane pozostgproporcje pici
ziaren pytku R. thyrsiflorus jednak pierwotne proporcje pici u tego gatunku
wykazywaty mniejsze odchylenie od rownych proporgji u R. acetosa R. nivalis

Z drugiej strony, przewaga liczebna kwitych ralin zenskich w badanych przez
Rychlewskiego i Zarzyckiego (1973) populacjach tegatunku byta najwksza
(Srednio 1:6), coswiadczy o wyszej smiertelngci roslin meskich niz w przypadku
pozostatych dwoch gatunkow.

Wszystkie proponowane mechanizmy, ktore mdgztaltowa przewag
liczebry nasionzenskich (przewaga ziaren pytku determigych pte zenska, certacja,
zamieranie nasionenskich na wczesnych etapach rozwoju) orazsggsmiertelnaé
roslin meskich niektérych gatunkdwRumex mog by¢ wyjasnione poprzez degradacj
roslinnych chromosomoéw Y (Smith 196F,uk 1970, Rychlewski i Zarzycki 1973,
Stehlik i Barrett 2005). Jednak jak ddtjest niewiele dowodow potwierdzaajych tak,
ewentualné (Grabowska-Joachimiak i Joachimiak 2002, Armstroriglatov 2008,
Miller i Kesseli 2011), a przewaga liczebnalimo zenskich jest obserwowana réwnie
u gatunkéw zielnych nie posiadaych chromosomow pici (Obeso 2002).

Interesujca mogtaby b§ mazliwos¢ poréwnania pierwotnych proporcji ptci
u R. acetosa Humulus japonicusktéry posiada ten sam system determinacji ptéi. X:
U obydwu gatunkéw wysgpuja réwniez znaczne podobistwa w systemie
chromosomow pici, gdy posiadag one dwa chromosomy Y u osobnikéweskich
(Parker i Clark 1991, Grabowska-Joachimiak i inO@0 Niestety pierwotne proporcje
pfci u H. japonicusnie & znane ze wzgtu na brak markeréw molekularnych pici dla

tego gatunku.

6.3. Poszukiwanie markeréw sprgzonych z pich
u R. acetosella

W przeciwigistwie do wczéniej opisanych gatunkOWRumex w populacjach
naturalnychR. acetosellaL. czsto obserwuje siprzewag liczebry roslin meskich
(Escarré i Houssard 1991), jednak pierwotne prge@ici tego gatunku nieasznane,

a ich ustalenie utrudnia brak dgstych markeréw molekularnych pozwalaych na

77



okreslenie pici. Diagnostyka cytogenetyczna pici siewgk byta nigdy u tego gatunku
podejmowana, prawdopodobnie ze wdgl na dua liczbe stabo zranicowanych
chromosomow oraz system chromosomoéw pici XX/XY, torkm somatyczna liczba
chromosomow jest u obu pici jednakowa (Labza 208%0 to powodem podfia
proby znalezienia sekwencji charakterystycznych aleomosomu YR. acetosella
W tym celu wykorzystano dwie metody pozwatsg na generowanie gej ilosci
markerow: RAPD (Williams i in. 1990) i ISSR @kiewicz i in. 1994). Metoda RAPD
wykazata ju skuteczné& w identyfikacji sekwencji pochodeych z chromosomow Y
u R. acetosgMariotti i in. 2009).

Ze wzgkdu na mniejszy udziat chromosomu Y w cgalogenomu oraz stabsze
zréznicowanie chromosomow pici R. acetosellaniz R. acetosaznalezienie markeréw
ptci meskiej u tego gatunku me by trudne. W przypadkiR. acetosachromosomy Y
stanows, tacznie okoto 18% genomudrowego réliny meskiej (Btocka-Wandas i in.
2007) a pomimo to markery spyone z chromosomami Y stanowity jedynie 2,6%
produktéw RAPD, w przypadku AFLP tylko 0,37% anadimnych produktow (Rahman
i Ainsworth 2004).Swiadczy to o tym,ze sekwencje charakterystyczne dlaskich
chromosomow pici zajmaljtylko niewiellkg ich cz$¢, a reszta to sekwencje wystijace
rowniez na chromosomie X i/lub autosomach (Mariotti in02D Na podstawie tega i
chromosom Y R. acetosellastanowi okoto 6% genomuadrowego (Labza 2006),
a chromosomy pici tego gatunkwy stabiej zrénicowane ni R. acetosamazna
prewidywa, ze udziat markeréw specyficznych dla chromosomusY Feacznie mniejszy
niz w przypadkuR. acetosaJest to zgodne z otrzymanymi wynikami, bowieaten
sparod 220 produktow RAPD nie byt ¢eko-specyficzny. Z drugiej strony, RAPD
wykorzystywano rownie do poszukiwania markeréw spronych z ptcy u gatunkow,
u ktérych o pici decyduje pojedynczy locus, m. inAsparagus officinalis Carica
papaya W przypadkuA. officinalis wykryto dwa mneskospecyficzne produkty, ale
wymagato to przetestowania 760 starterow RAPD @JigBink 1997), a (. papayapo
przeanalizowaniu profili generowanych przez oko® Starterow RAPD znaleziono 12
produktow sprgzonych z ptci, ktore stanowity jedynie 0,24% przeanalizowanych
prazkoéw (Deputy i in. 2002). Przyktady taviadcz o koniecznéci kontynuowania tych
analiz uR. acetosella przetestowania wkszej liczby starterow.

ISSR jest technikpodoba do RAPD, lecz stosujecsbtartery specyficzne dla
sekwencji mikrosatelitarnych. Dii ich wickszej dlugeci w stosunku do starterow

RAPD, maliwe jest stosowanie wgzej temperatury przgzania startera, co zapewnia
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wickszy powtarzalné¢ wynikow (Sharma i in. 2008). Metoda ta zostateozvgdzeniem
zastosowana do poszukitvenarkeréw sprzzonych z ptcy u Humulus lupulugDanilova

I Karlov 2006) orazSimmondsia chinensi§Sharma i in. 2008). Wyniki uzyskane
u H. lupulus gdzie przy uayciu 22 starterow ISSR uzyskane dwa neskospecyficzne
produkty, pozwalaj na stwierdzenie, zi metoda ta jest bardziej efektywna
w wyszukiwaniu markerow pici niRAPD (Danilova i Karlov 2006).

W przedstawionych badaniachRu acetosellanie stwierdzono produktu ISSR,
ktory bytby obecny u wszystkich glin meskich, a nie wyspowatby u ralin zeaskich,
chocia jeden z pazkdw zaobserwowano u 6 z 10 badanycélimomeskich i uzadnej
z 10 ralin zeaskich. BY maze jest to produkt zawiergly sekweng pochodzca
z chromosomu Y, a jego brak u niektoryclliromeskich mogt wyniké ze zré@nicowania
sekwencji chromosomu Y wewinz analizowanej populacji. Potwierdzenie tej hgagt
wymaga jednak dalszych bada

Wczeniej przeprowadzone badania rownienapotkaly na trudrici
w znalezieniu markeréw ptdR. acetosellaPrzy pomocy AFLP nie wykrytaadnych
meskospecyficznych prkéw zardwno monomorficznych (wygtujacych u wszystkich
roslin meskich) jak i polimorficznych (wyspujacych tylko u niektorych rdin meskich),
podczas gdy takie samo paabeg zaowocowato zidentyfikowaniemeskospecyficznych
produktow uR. acetosaR. rothschildianus R. hastatulugRahman i Ainsworth 2004), co
potwierdza stabsze zndicowanie chromosomow piciR. acetosellaniz u tych gatunkow.
Wydaje s¢, iz kontynuowanie podfych bada z zastosowaniem kolejnych starteréw
RAPD i ISSR powinno pozwdlina zidentyfikowanie markeroéw pici gskiej u tego
gatunku.
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7. Podsumowanie | wnioski

Przedmiotem niniejszej rozprawy bylo przetestowanm@zydatngci
wybranych markeréw molekularnych zlokalizowanych whromosomach Y do
okreslania pitci nasionRumex acetosd.. (szczaw zwyczajny) oraz blisko z nim
spokrewnionegadR. thyrsiflorus Fingerh. (szczaw rozpierzchty). Obydwa te gatunki
nalezace do sekcjiAcetosasa dwupienne i posiad@ajchromosomy pici — XX u /&in
zenskich oraz XYY, u meskich. W ich populacjach naturalnych obserwuje si
przewag liczebra roslin  zeaskich, jednak problem pierwotnej proporcji pici
(wystepujacej w nasionach tych ¢tin) pozostaje kontrowersyjny.

Do okrelania ptci nasion wykorzystano dwie pary startel®@R: RAY-f +
RAY-r (Korpelainen 2002), amplifikgce sekwengj repetytywra RAY Slwystkepujaca
na obydwu chromosomach K. acetosaoraz UGRO08-f + UGRO08-r (Mariotti i in.
2009), specyficzne dla sekwencji powtarzalRé&jY Slizlokalizowanej na chromosomie
Y: tego gatunku. Ich przydatho do takiego zastosowania, zaréwno
u R. acetosadla ktérego zostaly zaprojektowane, jakRi thyrsiflorus wykazano
testupc je na reélinach neskich i zenskich tych gatunkow, ktérych pteokreslono
w stadium kwitnienia. Ponadto stwierdzonze obydwie analizowane sekwencje
wystepuja takze u R. arifolius, gatunku blisko spokrewnionego R. acetosa
i R. thyrsiflorus nie wystpuja za u trzech gatunkéw spoza sekdjicetosa
R. acetosellgR. hastatulusorazR. crispus

W trakcie bada z wyciem starterow specyficznych dla sekwenRY SI
stwierdzono wysjpowanie stabiej zaznaczonego produktu amplifikatgikze
u niektorych zenskich okazow R. thyrsiflorus i R. acetosa Produkty uzyskane
z meskiego izenskiego okazlR. acetosaklonowano, zsekwencjonowano i poréwnano
ze soh. Stwierdzonoze r&nity si¢ one 38 mutacjami punktowymi i dwoma indelami
o dtugaci 33 i 6 nukleotydow. Porownanie obu analizowanyskekwenciji
z sekwencjamRAY Slpobranymi z banku gendw wykazato ich znaczne pedetwo
do sekwencji RAYSI8 i RAYSI19 uzyskanych zeskich okazow R. acetosa
pochodacych z Japonii (Shibata i in. 1999). Przeprowadzbadania poréwnawcze

sugeruj, ze w analizowanych polskich populacjadkumex najpierw doszio do
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powstania dodatkowego loclAY Sipoza chromosomami Y, naphie z& do zmian
o charakterze delecji w macierzystej sekwencjidmagej st w chromosomie Y.

U obydwu analizowanych pod tym wzdem gatunkow wykazano przewag
liczebry nasionzenskich ¢ test, P<0,01), co jest zgodne z pagim, i proporcje pici
nasion uRumexsy zaburzone. Przewaga nasiagenskich byla wyranie wyzsza
u R. acetosa(1:1,78) nk u R. thyrsiflorus(1:1,44). Rénice pom¢dzy populacjami
danego gatunku byly niewielkie. Mechanizm powadyjzaburzenia proporcji pici
nasion pozostaje nadal trudny do ustalenia. Propane § mechanizmy dziatage
zaréwno prezygotycznie, np. certacja, jak i posbtycznie, np. zamieranie zarodkow
mgskich.

Podgto rowniez proke znalezienia markerow molekularnych picigskiej
u R. acetosellaL., poniewa w przeciwigistwie do dwoch wczaiej opisanych
gatunkéw, w jego populacjach¢sto obserwuje giprzewag liczebry roslin meskich
(Escarré i Houssard 1991). Pierwotne proporcje fgigd gatunku nieasznane, a ich
ustalenie utrudnia brak markeréw molekularnych palagcych na okréenie pici
nasion. W celu ich odnalezienia wykorzystano dwieetody pozwalajce na
generowanie diej ilosci markeréw: RAPD i ISSR. Niestety,svdd otrzymanych profili
prazkowych nie zaobserwowano monomorficznego produkiagribstycznego dla
roslin meskich (wysgpujacego u wszystkich &tin meskich, a nieobecnegoaenskich).
Jeden z produktéw ISSR wygpbwat jednak u 6 z 10 badanychslne meskich
i u zadnej z r@lin zenskich. Stwarza to nadzigjze zastosowanie wkszej liczby
anonimowych starterow typu ISSR lub RAPD utinei odnalezienie markeréw pici dla

tego gatunku.
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