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1. Wstęp 
 

Rumex acetosa jest rośliną dwupienną posiadającą chromosomy płci (XX  

u roślin żeńskich, XY1Y2 u roślin męskich). W populacjach naturalnych tego gatunku 

obserwowano przewagę ilościową roślin żeńskich. Podobne odchylenie opisano także  

u kilku innych gatunków z rodzaju Rumex posiadających heteromorficzne chromosomy 

płci. Obserwacje te dotyczą zazwyczaj roślin w fazie kwitnienia i nie umożliwiają 

odpowiedzi na pytanie, na jakim etapie rozwoju kształtuje się aberracja proporcji płci 

oraz jakie mechanizmy mają na nią wpływ. Kluczowe znaczenie dla zrozumienia tego 

zjawiska ma zbadanie proporcji płci na różnych etapach rozwoju roślin. 

Sugeruje się istnienie różnych mechanizmów warunkujących ilościową 

przewagę roślin żeńskich w populacjach niektórych gatunków Rumex, a wśród nich 

wyższą śmiertelność ziaren pyłku determinujących płeć męską podczas wczesnych 

stadiów rozwoju gametofitu, certację (współzawodnictwo pomiędzy gametofitami 

posiadającymi chromosomy X i Y), różną zdolność kiełkowania nasion męskich  

i żeńskich oraz wyższą śmiertelność męskich zarodków, siewek i roślin, a także różną 

częstotliwość kwitnienia roślin męskich i żeńskich, która może mieć wpływ na wyniki 

badań, gdy proporcje płci podawane są na podstawie liczenia roślin o kwiatach męskich 

i żeńskich. Najsłabiej zbadanym i najbardziej kontrowersyjnym zagadnieniem jest 

stosunek płci nasion (tzw. pierwotny stosunek płci) i jego wpływ na liczebną przewagę 

płci żeńskiej obserwowaną powszechnie w naturalnych populacjach Rumex. Rośliny  

z chromosomową determinacją płci powinny wytwarzać nasiona męskie i żeńskie  

w jednakowych ilościach. Jednak niektóre z postulowanych mechanizmów m. in. 

wyższa śmiertelność ziaren pyłku warunkujących płeć męską oraz certacja mogą 

zaburzyć tą proporcję.  

R. acetosa stanowi dogodny obiekt do analizy proporcji płci, ponieważ obok 

Silene latifolia, jest to roślina modelowa do badań z zakresu nad chromosomami płci. 

Są one u tego gatunku stosunkowo dobrze poznane pod względem cytologicznym oraz 

molekularnym, dzięki czemu dostępne są sekwencje DNA charakterystyczne dla 

chromosomów Y, możliwe do wykorzystania jako markery molekularne płci męskiej. 

Metoda ta pozwala na stosunkowo szybkie określenie płci roślin na różnych etapach 

rozwoju oraz nasion bez potrzeby ich kiełkowania, a więc również nasion nie mogących 

wykiełkować. 
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Ważne wydaje się również opracowanie markerów molekularnych płci dla 

innych, słabiej poznanych gatunków Rumex, które pozwolą szerszej spojrzeć na 

problem niejednakowych proporcji płci. 

Tematem przedstawionych badań jest analiza pierwotnego stosunku płci  

u R. acetosa L. oraz innego blisko spokrewnionego z nim gatunku, R. thyrsiflorus 

Fingerh., należącego do sekcji Acetosa o dobrze udokumentowanej przewadze 

ilościowej roślin żeńskich w populacjach oraz próba znalezienia markera 

molekularnego sprzężonego z płcią męską u R. acetosella, gatunku należącego do 

podrodzaju Acetosella, w którego populacjach naturalnych także stwierdza się 

zaburzenia równowagi płci. 
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2. Przegląd literatury 
 
2.1. Płeć u roślin 
 

W przeciwieństwie do zwierząt, gdzie zdecydowana większość gatunków jest 

rozdzielnopłciowa, około 90 % roślin wytwarza kwiaty hermafrodytyczne, zawierające 

jednocześnie męskie i żeńskie organy genaratywne. U pozostałych gatunków 

wyewoluowały kwiaty jednopłcowe, czyli kwiaty męskie z pręcikami oraz kwiaty 

żeńskie ze słupkami. W przypadku, gdy oba te typy kwiatów występują na tej samej 

roślinie mówimy o jednopienności, natomiast, gdy kwiaty męskie i żeńskie są 

wytwarzane przez różne osobniki – o dwupienności. Za rozdzielnopłciowe uznaje się 

jedynie rośliny dwupienne, ponieważ zarówno w przypadku roślin o kwiatach 

hermafrodytycznych jak i w przypadku jednopienności męskie i żeńskie organy 

generatywne występują u każdego z osobników (Ainsworth 2000, Vyskot i Hobza 

2004). Znane są także systemy pośrednie pomiędzy jedno- i dwupiennością, takie jak: 

żeńskodwupienność – populacja składa się z roślin żeńskich i hermafrodytycznych, 

męskodwupienność – w populacji występują rośliny męskie i hermafrodytyczne, 

trójpienność – obecne są rośliny męskie, żeńskie i hermafrodytyczne, 

żeńskojednopienność – obok kwiatów hermafrodytycznych obecne są na tej samej 

roślinie kwiaty żeńskie, męskojednopienność – jednoczesne występowanie na roślinach 

kwiatów hermafrodytycznych i męskich oraz trójjednopienność – gdy kwiaty 

hermafrodytyczne, męskie i żeńskie obecne są na jednej roślinie (Ainsworth 2000). 

Prawdopodobnie dwupienność pojawiła się wielokrotnie w toku ewolucji 

roślin. Charlesworth i Guttman (1999) oceniają, że mogło do tego dojść ponad 100 razy. 

Wskazuje na to dystrybucja tej cechy wśród różnych taksonów, które są odległe 

filogenetycznie. Prawdopodobnie dwupienność była faworyzowana przez dobór, 

ponieważ uniemożliwia samozapłodnienie i związaną z nim depresję wsobną. 

Rozdzielnopłciowość może spowodować spadek liczebności potomstwa w porównaniu 

do roślin hermafrodytycznych, jednak jest on rekompensowany lepszą jego jakością. 

Ponadto rozdzielenie płci umożliwia wydajniejszą alokację zasobów i specjalizację 

każdej z płci, która może polegać na adaptacjach morfologicznych i fizjologicznych 

kwiatów jak i całych roślin (Ainsworth 2000 Darwin 1877, Freeman i in. 1997). 

Uzasadnia to również, dlaczego rozdzielnopłciowość jest preferowana u gatunków,  
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u których korzystne są różnice w alokacji zasobów pomiędzy płciami. Poza tym jest to 

jednak zjawisko stosunkowo rzadkie u roślin, występuje tylko u około 4 % 

Angiospermae. Wykazano związek pomiędzy dwupiennością a pewnymi cechami 

ekologicznymi roślin, takimi jak wiatropylność i pnący typ wzrostu. Prawdopodobnie 

sprzyjają one rozdzielnopłciowości także na skutek korzyści wynikających  

z możliwości zróżnicowania alokacji zasobów u każdej z płci. Obecność gatunków 

jednopiennych w danej rodzinie również często jest powiązana z występowaniem 

dwupienności (Renner i Ricklefs 1995). 

Ze względu na konieczność jednoczesnego zajścia przynajmniej dwóch 

mutacji: jednej dotyczącej męskiej sterylności, skutkującej przekształceniem roślin 

hermafrodytycznych w żeńskie, oraz drugiej mutacji powodującej żeńską sterylność  

i tym samym przekształcenie roślin hermafrodytycznych w męskie, mało 

prawdopodobne jest bezpośrednie powstanie dwupienności z gatunku 

hermafrodytycznego. Bardziej prawdopodobne wydaje się pośrednie przejście przez 

etap męskodwupienności lub żeńskodwupienności. Druga z tych dróg mogłaby być 

łatwiejsza do przebycia ze względu na znacznie częstsze występowanie populacji 

złożonych z roślin żeńskich i hermafrodytycznych. Zgodnie z tą teorią w populacji 

roślin hermafrodytycznych najpierw pojawiły się rośliny żeńskie, a następnie pozostałe 

rośliny obupłciowe zostały zastąpione przez rośliny męskie. Innym możliwym etapem 

pośrednim jest jednopienność. Zakłada się możliwość przekształcenia populacji 

jednopiennych w dwupienne na skutek serii mutacji stopniowo zmieniających 

frekwencję kwiatów męskich i żeńskich. Za tą teorią przemawia częste występowanie 

jedno- i dwupienności u blisko spokrewnionych gatunków. Kolejna postulowana droga 

do powstania dwupienności prowadzi przez etap distylii, czyli występowania dwóch 

typów kwiatów hermafrodytycznych, których specjalizacja w kwiaty męskie i żeńskie 

jest prawdopodobnie możliwa. Niezależnie od etapów pośrednich, w ewolucji 

dwupienności korzystne było, aby mutacje warunkujące męską i żeńską sterylność były 

ze sobą silnie sprzężone, zmniejsza to bowiem prawdopodobieństwo zajścia 

rekombinacji pomiędzy nimi i powstania całkowicie sterylnych roślin posiadających 

obydwie mutacje. Dlatego też uważa się za prawdopodobne, że jeśli nawet takie 

mutacje po powstaniu nie były ze sobą sprzężone, to nastąpiło przeniesienie jednego  

z tych loci w pobliże drugiego na skutek inwersji lub translokacji. Jednocześnie istniała 

silna presja selekcyjna na zablokowanie rekombinacji pomiędzy częściami 

chromosomów zawierającymi te loci, co mogło doprowadzić do powstania 
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chromosomów płci obecnych u niektórych gatunków dwupiennych (Ainsworth 2000, 

Charlesworth 1991, Charlesworth 2002). 

 

2.2. Roślinne chromosomy płci 

 

Za chromosomy płci uznaje się parę chromosomów zawierających geny 

determinujące płeć oraz/lub warunkujące płodność osobników męskich i żeńskich, które 

są heteromorficzne, czyli różnią się wielkością i kształtem, dzięki czemu są 

rozróżnialne przy użyciu mikroskopu oraz w większej części swej długości nie 

rekombinują za sobą u płci heterogametycznej. W przypadku większości zwierząt oraz 

roślin heterogametyczna jest płeć męska (samice posiadają dwa chromosomy X, samce 

XY), a ptaków – żeńska (samce posiadają dwa jednakowe chromosomy oznaczane 

zazwyczaj jako Z, a samice parę różniących się chromosomów oznaczanych jako ZW). 

Występowanie heterogametycznej płci żeńskiej stwierdzono też wśród roślin, między 

innymi u Salix viminalis i Fragaria elatior, ale nie wiadomo, czy posiadają one jakąś 

formę chromosomów płci. Roślinne chromosomy płci nie zawsze są heteromorficzne. 

W niektórych przypadkach występuje para chromosomów o identycznym kształcie 

i budowie cytologicznej różniących się jedynie stosunkowo niewielkim rejonem MSY 

(male-specific Y-like region), który stanowi część chromosomu Y nierekombinującą  

z chromosomem X, a także odmienną pod względem sekwencji DNA od chromosomu 

X. Występują również gatunki roślin posiadające polimorficzne chromosomy płci, np. 

Rumex acetosa. Rośliny męskie tego gatunku posiadają chromosomy XY1Y2, a żeńskie 

XX (Charlesworth 2008, Vyskot i Hobza 2004). 

Wśród roślin posiadających chromosomy płci obecne są różne systemy 

determinacji płci. Znane są gatunki takie jak np. Rumex acetosa, Humulus lupulus  

i Cannabis sativa, u których podobnie jak u Drosophila o płci decyduje stosunek ilości 

chromosomów X do liczby kompletów autosomów (X/A). W tym typie determinacji 

płci chromosom Y nie jest niezbędny do wytworzenia kwiatów męskich, a decyduje 

jedynie o męskiej płodności. U innych gatunków, takich jak Silene latifilia i S. dioica, 

podobnie jak u ssaków, płeć męska zależy od obecności chromosomu Y (Vyskot  

i Hobza 2004). 
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Dystrybucja chromosomów płci wśród różnych taksonów sugeruje, że 

podobnie jak dwupienność pojawiały się one wielokrotnie w dziejach ewolucji zwierząt 

oraz roślin. U tych ostatnich miało to miejsce stosunkowo niedawno, dzięki czemu 

stanowią one znakomity model do badań wczesnych stadiów ewolucji tych 

chromosomów (Charlesworth 2008, Gruetzner i in. 2006). Desfeux i in. (1996) przy 

pomocy analizy sekwencji ITS (internal transcribed spacer) jądrowego rDNA ustalili, 

że w rodzaju Silene dwukrotnie doszło do powstania dwupienności, a na podstawie 

zegara molekularnego można przypuszczać, że wiek heteromorficznych chromosomów 

płci u S. latifolia i S. dioica nie przekracza 20 milionów lat. 

Przyjmuje się, że chromosomy płci wyewoluowały z pary autosomów na 

skutek zablokowania rekombinacji wokół locus warunkującego płeć, a za 

najwcześniejsze stadium ich ewolucji uważa się parę chromosomów homomorficznych, 

u których na stosunkowo niewielkim obszarze zblokowana jest rekombinacja u płci 

heterogametycznej. Przykładem gatunku, u którego występują takie chromosomy płci 

jest papaja (Carica papaya). U tej rośliny o płci decyduje pojedynczy locus oraz 3 

allele: M warunkujący płeć męską, Mh – hermafrodytyczność oraz m – płeć żeńską. M  

i Mh są allelami dominującymi, jednak obecność dwóch alleli dominujących jest letalna, 

więc rośliny męskie mają genotyp Mm, hermafrodytyczne - Mhm, a żeńskie – mm. 

Locus ten oraz jego bliskie otoczenie u roślin męskich i hermafrodytycznych stanowi 

rejon MSY, w którym nie dochodzi do rekombinacji. W mejozie u roślin męskich  

i hermafrodytycznych obserwowano liczne przypadki przedwczesnej separacji 

chromosomów płci, których nie obserwowano u roślin żeńskich. Może to być związane 

z brakiem homologii pomiędzy MSY prymitywnego chromosomu Y oraz 

odpowiadającej mu części chromosomu X. Wielkość rejonu MSY u papai wynosi około 

4-5 Mb i stanowi jedynie około 10 % jej prymitywnego chromosomu Y, pozostała jego 

część rekombinuje z chromosomem X, co wydaje się potwierdzać teorię  

o autosomalnym pochodzeniu chromosomów płci (Liu i in. 2004). 

Brak rekombinacji ma kluczowe znaczenie dla powstania chromosomów płci. 

Może on być powodowany przez inwersję fragmentu chromosomu lub jakiś bardziej 

specyficzny mechanizm, uniemożliwiający parowanie się chromosomów. Zahamowanie 

rekombinacji obejmuje początkowo niewielką część chromosomu Y, jednak uważa się, 

że obszar ten się rozszerza i stopniowo obejmuje loci warunkujące inne cechy. Dlatego 

też od momentu zahamowania rekombinacji pomiędzy częścią chromosomów proto-X  

i proto-Y rozpoczyna się proces ich stopniowego różnicowania się pod względem 
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genetycznym i funkcjonalnym, który prowadzi do powstania heteromorficznych 

chromosomów płci oraz daje możliwość odrębnej selekcji cech dla każdej z płci 

(Charlesworth 1991, Negrutiu i in. 2001). Dobrze zbadany przykład stanowią 

heteromorficzne chromosomy płci u Silene latifolia. Chromosom Y u tego gatunku 

posiada trzy rejony nie rekombinujące z X. Jeden z nich jest odpowiedzialny za 

zahamowane rozwoju płci żeńskiej, a dwa pozostałe są niezbędne dla rozwoju płci 

męskiej. Tylko w około 30-40% długości chromosomu Y może zajść rekombinacja 

(Charlesworth 2002, Tanurdzic i Banks 2004). Za stopniowym rozszerzaniem się 

rejonu, w którym rekombinacja pomiędzy chromosomami płci ulega zahamowaniu 

może przemawiać para genów SLX-1 znajdujący się na chromosomie X i SLY-1 na 

chromosomie Y. Na podstawie zegara molekularnego oszacowano, że do zahamowania 

rekombinacji między nimi doszło ok. 2,5 miliona lat temu, a to znacznie mniej niż 

wynosi oszacowany wiek chromosomów płci u S. latifolia (Filatov i in. 2000). 

U niektórych gatunków występują polimorficzne chromosomy płci, czyli 

obecne są więcej niż dwa typy chromosomów płci. Wśród roślin występują one m. in. 

u Rumex acetosa (XX u roślin żeńskich, XY1Y2 u męskich) oraz u Humulus lupulus var. 

cordiflorus (X1X1X2X2 u roślin żeńskich, X1X2Y1Y2 u męskich), a u zwierząt ich 

obecność stwierdzono u niektórych bezkręgowców (np. u termitów) oraz u dziobaka (5 

par chromosomów X u samic, 5 chromosomów X i 5 chromosomów Y u samców). 

Polimorficzne chromosomy płci powstają prawdopodobnie z heteromorficznych 

poprzez translokację jednego z autosomów na chromosom X lub Y. W przypadku 

translokacji na chromosom X, powstaje system XX/XY1Y2, ponieważ drugi  

z autosomów koniugując z częścią tak zmienionego chromosomu X, staje się drugim 

chromosomem Y i wchodzi w skład triwalentu (XY1Y2) (Gruetzner i in. 2006, Vyskot  

i Hobza 2004). Alternatywną teorię na temat powstania systemu chromosomów 

XX/XY 1Y2 u R. acetosa przedstawili Ruiz Rejon i in. (1994). Według tych autorów do 

powstania dwóch chromosomów Y mogło dojść na drodze ich duplikacji. 

Ewolucja chromosomów płci u roślin związana jest ze wzrostem ilości DNA. 

Roślinne chromosomy płci są zwykle największymi w kariotypie danego gatunku. 

Długość chromosomu Y, lub łączna długość wszystkich chromosomów Y przeważnie 

jest znacznie większa niż chromosomu X, wyjątki stanowią Humulus lupulus i Viscum. 

Chromosomy Y wydają się mieć niewielką gęstość genów oraz gromadzić znaczne 

ilości sekwencji repetytywnych o różnym pochodzeniu m. in. wirusowym  

i retrowirusowym, co może przemawiać za ich degeneracją, podobną do tej, jaka ma 
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miejsce w chromosomie Y u zwierząt (lub W, gdy heterogametyczna jest płeć żeńska), 

u których posiada on niewielką ilość genów i zawiera znaczne ilości sekwencji 

repetytywnych (Ainsworth 2000, Charlesworth i Guttman 1999). Obecność dużych 

ilości sekwencji repetytywnych stwierdzono m. in. w chromosomach Y u Rumex 

acetosa (Shibata i in. 2000a). 

Proponowanych jest kilka mechanizmów prowadzących do utraty genów, 

początkowo obecnych na obu chromosomach płci, przez chromosom Y. Jednym z nich 

jest zapadka Mullera, zgodnie z którą najniższa liczba szkodliwych mutacji w populacji 

przy braku rekombinacji może tylko wzrastać, ponieważ chromosomy zawierające 

najmniej szkodliwych mutacji zostają wskutek losowego mutowania utracone, a na 

skutek braku rekombinacji nie mogą zostać odtworzone. Inny z możliwych procesów 

polega na utrwalaniu szkodliwych mutacji, gdyż przy braku rekombinacji są one 

całkowicie sprzężone z mutacjami faworyzowanymi przez dobór naturalny 

(Charlesworth i Charlesworth 2000, Charlesworth i Guttman 1999).  

Degeneracja chromosomu Y związana jest z koniecznością wykształcenia się 

mechanizmów odpowiedzialnych za kompensację dawki, czyli wyrównanie aktywności 

genów sprzężonych z płcią. U ssaków polega ona na epigenetycznej inaktywacji 

jednego z chromosomów X, a u Drosophila na około dwukrotnie intensywniejszej 

transkrypcji genów w chromosomie X u samców (Charlesworth 1996). Nie jest 

jednoznacznie potwierdzone czy podobne procesy zachodzą również u roślin, ponieważ 

zmniejszoną gęstość genów można również tłumaczyć akumulacją sekwencji 

repetytywnych w obszarach międzygenowych oraz intronach, a nie utratą aktywnych 

genów przez roślinny chromosom Y. Za występowaniem degeneracji chromosomu Y  

u niektórych roślin przemawia fakt, że brak chromosomu X może być letalny 

(Charlesworth 2008). Zjawisko takie opisano u otrzymanych na drodze androgenezy 

haploidów Silene latifolia. Pomimo, że rozkład płci otrzymanych roślin powinien 

wynosić 1:1, w eksperymencie in vitro otrzymano wyłącznie rośliny żeńskie, przez co 

przyjęto, że brak chromosomu X jest letalny (Ye i in. 1990). 

Degeneracja chromosomu Y jest również niekiedy podawana jako jedna  

z możliwych przyczyn ilościowej przewagi roślin żeńskich w populacjach gatunków 

takich jak Rumex acetosa i Silene latifilia, ponieważ może doprowadzać do 

wolniejszego kiełkowania ziaren pyłku niosących chromosom Y i zmniejszenia ich 

konkurencyjności w stosunku do ziaren warunkujących płeć żeńską (Charlesworth 

2002). 
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Aby jednoznacznie stwierdzić czy u roślin ma miejsce degeneracja 

chromosomu Y konieczne są badania genów na chromosomie Y oraz ich 

odpowiedników na chromosomie X w celu poszukiwania oznak ich degeneracji 

(Charlesworth 2008). Jednak jak dotąd znanych jest niewiele takich par. Najlepiej 

poznaną pod tym względem rośliną jest Silene latifolia, u której pierwszym opisanym 

genem spełniającym te warunki był MROS3, znajdujący się na chromosomie X, 

kodujący męsko-specyficzne białko. Na chromosomie Y występuje jego odpowiednik, 

który jest zdegenerowany na skutek delecji i akumulacji sekwencji repetytywnych 

(Guttman i Charlesworth 1998). Innym przykładem opisanym u tego samego gatunku 

jest para genów SLX-1 i SLY-1, gdzie gen na chromosomie Y wykazuje cechy 

początkowego stadium degeneracji, a polimorfizm jego sekwencji jest 20-krotnie 

mniejszy niż w przypadku genu SLX-1 znajdującego się na chromosomie X (Fllatov  

i in. 2000). Konieczne są dalsze poszukiwania genów na chromosomie Y i ich 

homologów na X oraz analiza tych par, a także stwierdzenie czy geny znalezione na 

chromosomie Y są aktywne w celu ustalenia czy podobnie jak u zwierząt ma miejsce 

ich degeneracja. Jednak proces ewolucji chromosomów płci może się różnić u roślin  

i u zwierząt, ponieważ u roślin okrytonasiennych znaczna ilość genów ulega ekspresji  

w haploidalnym ziarnie pyłku, co może chronić geny zawarte w chromosomie Y przed 

degeneracją (Charlesworth 2008).  

Jak wskazują na to najnowsze badania (Miller i Kesseli 2011), bardziej 

zaawansowana degeneracja genetyczna chromosomu Y u S. latifolia pozostaje sprawą 

wątpliwą. Autorzy ci opisują mutację w regionie supresorowym chromosomu Y 

(gynoecium-supression region of the Y chromosome) która powoduje 

hermafrodytyczność roślin posiadających ten chromosom obok chromosomu X. Rośliny 

hermafrodytyczne przekazują zmutowany chromosom Y (Ym) nie tylko w linii męskiej, 

ale i żeńskiej, co umożliwia wykorzystanie ich jako żeńskich partnerów  

w krzyżowaniach kontrolnych (XYm x XY). Wyniki takich krzyżowań wykazały, że 

potomstwo YYm powstaje i jest żywotne.  
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2.3. Proporcje płci w populacjach roślinnych 

 
U roślin z chromosomową determinacją płci osobniki męskie i żeńskie 

powinny być wytwarzane w równych ilościach. Jednak w wielu populacjach takich 

roślin stwierdzono odchylenie proporcji płci od stosunku 1:1 zarówno w kierunku 

przewagi liczebnej płci żeńskiej np. u Rumex acetosa (Błocka-Wandas i in. 2007, 

Korpelainen 2002), R. thyrsiflorus (Zarzycki i Rychlewski 1972, Rychlewski i Zarzycki 

1981, 1986), R. hastatulus (Smith 1963)  i R. nivalis (Stehlik i Barrett 2005) jak i płci 

męskiej np. w starszych, ustabilizowanych populacjach R. acetosella (Escarré  

i Houssard 1991). 

Proponowanych jest wiele mechanizmów mogących modyfikować proporcje 

płci, które mogą działać zarówno prezygotycznie jak i postzygotycznie. Jako jeden  

z mechanizmów prezygotycznych wymienia się odchylenie mejotyczne (ang. meiotic 

drive), polegające na obecności genów mających wpływ na proporcje płci poprzez 

powodowanie selektywnego zamierania jednego z typów ziaren pyłku niosących 

chromosom X lub Y (de Jong i Klinhamer 2002). Geny te zwykle są zlokalizowane  

w jednym z chromosomów płci i wpływają na wytwarzanie gamet zawierających inny 

typ chromosomu płci niż ten, na którym się znajdują. Zazwyczaj powodują zwiększoną 

ilość samic w potomstwie, zależąc jedynie od genotypu organizmu rodzicielskiego płci 

męskiej. Zjawisko to najlepiej poznane jest u zwierząt. Przykłady odchylenia 

mejotycznego chromosomów płci opisano u owadów i ssaków, ale również wśród roślin 

okrytozalążkowtych (Jaenike 2001). 

Istotny wpływ na płeć potomstwa może mieć także oddziaływanie tkanek 

rośliny matecznej na rosnącą łagiewkę pyłkową, jeżeli jest ono różne w zależności od 

tego, który z chromosomów płci zawiera kiełkujące ziarno pyłku. Mechanizm ten może 

działać tylko wśród roślin, u których heterogametyczna jest płeć męska, ponieważ 

wówczas wytwarzane są dwa typy ziaren pyłku posiadające różne typy chromosomów 

płci (de Jong i Klinhamer 2002). 

Kolejnym mechanizmem mogącym działać prezygotycznie jest certacja, 

mechanizm zaproponowany po raz pierwszy przez Corrensa (1917, 1922, 1928), mający 

związek z intensywnością zapylenia. W przypadku jego dużej intensywności obserwuje 

się zwiększoną proporcję roślin żeńskich w potomstwie. Wynika to ze 

współzawodnictwa wielu ziaren pyłku kiełkujących na znamieniu jednego słupka. 
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Łagiewka pyłkowa ziaren pyłku posiadających chromosom X rośnie szybciej niż tych, 

które zawierają chromosom Y, co może wynikać z postulowanej degeneracji 

chromosomu Y. Wraz z obniżeniem intensywności zapylenia zmniejsza się również 

odchylenie proporcji płci od 1:1 (de Jong i Klinhamer 2002, Rychlewski i Zarzycki 

1975, Stehlik i Barrett 2006). Postzygotycznie na proporcje płci nasion wpływać może 

selektywne zamieranie zarodków powodowane przez roślinę mateczną (de Jong  

i Klinhamer 2002). 

Wydaje się, że istotne znaczenie dla kształtowania proporcji płci  

w populacjach naturalnych, zwłaszcza roślin wieloletnich, ma również zróżnicowana 

śmiertelność każdej z płci. Rośliny męskie i żeńskie ponoszą różne koszty reprodukcji. 

Zazwyczaj to rośliny żeńskie lokują większą część swoich zasobów w reprodukcji niż 

rośliny męskie, co prowadzi do ich zwiększonej wrażliwości na czynniki 

środowiskowe, powodując ich większą śmiertelność, opóźnia pierwsze kwitnienie oraz 

zmniejsza jego częstotliwość. Skutkuje to przewagą liczebną kwitnących roślin męskich 

w populacji, która jest najczęściej spotykanym zaburzeniem proporcji płci  

u roślin (Obeso 2002, Stehlik i Barrett 2005). Przewaga ilościowa roślin żeńskich jest 

rzadsza i występuje zwykle u gatunków z chromosomową determinacją płci, należących 

do rodzajów: Silene, Rumex, Cannabis i Humulus (Lloyd 1974). 

Prawdopodobnie przewaga liczebna płci żeńskiej u większości gatunków nie 

powstaje na określonym etapie życia roślin, lecz kształtuje się stopniowo. U Rumex 

acetosa i R. nivalis stwierdzono niewielką, ale istotną statystycznie przewagę ziaren 

pyłku determinujących płeć żeńską (Błocka-Wandas i in. 2007, Stehlik i in. 2007). 

Dostępne dane potwierdzają również występowanie różnych od 1:1 proporcji płci 

nasion (tzw. pierwotny stosunek płci) u rodzajów Silene, Rumex, Cannabis i Humulus 

(Lloyd 1974), chociaż nie wszystkie wyniki badań to potwierdzają. Doświadczenia 

przeprowadzone przez Korpelainen (2002) na Rumex acetosa oraz przez Purrington  

i Schmitt (1998) na Silene latifolia nie wykazały istotnych statystycznie odchyleń  

w pierwotnym stosunku płci. Natomiast badania oparte na analizie kariotypu 

kiełkujących nasion u R. thyrsiflorus wykazały, że proporcje ich płci odbiegają od 

stosunku 1:1 (Rychlewski i Zarzycki 1981), chociaż zarzuca się im błąd polegający na 

nieuwzględnieniu nasion nie kiełkujących. Jednak również przy pomocy markerów 

molekularnych wykazano istotne statystycznie różnice w ilości nasion męskich  

i żeńskich m. in. u R. nivalis (Stehlik i Batett 2005). Nie można całkowicie wykluczyć, 

że na pierwotne proporcje płci ma wpływ wczesne zamieranie zarodków, jednak wyniki 
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doświadczeń polegających na zbadaniu wpływu intensywności zapylenia na proporcje 

płci otrzymanych nasion wskazują na certację. Rychlewski i Zarzycki (1975, 1986) 

wykazali, że u R. acetosa i R. thyrsiflorus  w warunkach większego stężenia pyłku 

wytwarzana jest większa ilość nasion żeńskich niż męskich. Podobne wyniki otrzymali 

Conn i Blum (1981) u R. hastatulus. Jednak ze względu na stwierdzenie zaburzonych 

proporcji płci pyłku, można sądzić, że oprócz certacji działa też inny mechanizm 

wpływający prawdopodobnie na zwiększone zamieranie ziaren pyłku determinujących 

płeć męską (Błocka-Wandas i in. 2007, Stehlik i in. 2007). 

Nie jest również pewne czy współzawodnictwo gametofitów ma miejsce  

u wszystkich gatunków, u których stwierdzono przewagę liczebną płci żeńskiej, oraz 

czy w populacjach naturalnych występują na tyle wysokie stężenia pyłku, aby mogła 

wystąpić certacja. W przypadku Silene latifolia nie stwierdzono istotnego statystycznie 

wpływu intensywności zapylenia na pierwotne proporcje płci (Carroll i Mulcahy 1993). 

Także w doświadczeniu mającym symulować warunki panujące w naturalnych 

populacjach R. acetosa nie stwierdzono wpływu współzawodnictwa ziaren pyłku na 

proporcje płci otrzymanych nasion Rychlewski i Zarzycki (1975). Z drugiej strony, 

Stehlik i Barrett (2005) zaobserwowali zgodny z modelem certacji związek pomiędzy 

udziałem roślin żeńskich w populacjach R. nivalis a proporcją płci wytwarzanych 

nasion. W populacjach o silniej przewadze roślin żeńskich, udział nasion tej płci był 

mniejszy niż w przypadku, gdy pochodziły one z populacji o wyższej frekwencji 

kwitnących roślin męskich, czyli o większym stężeniu pyłku, które powinno się 

przekładać na większą ilość ziaren pyłku na znamionach słupków oraz ich 

współzawodnictwo. Ci sami autorzy (2006) wykazali również, że można manipulować 

proporcją płci nasion tego gatunku poprzez zmianę odległości pomiędzy rośliną żeńską 

i męską, która wpływa na ilość pyłku osiadającego na słupkach oraz że najwyższą 

frekwencję nasion żeńskich, sięgającą niekiedy 100%, uzyskuje się poprzez sztuczne 

zapylenie. Powodem prawdopodobnie jest nanoszenie w ten sposób znacznie większej 

ilości ziaren oraz to, że wszystkie one pojawiają się w tym samym czasie na 

znamionach (a nie jak w przypadku zapylenia przez wiatr w różnych odstępach czasu), 

co sprzyja współzawodnictwu gametofitów. Dowody przemawiające za 

występowaniem certacji u gatunków z rodzaju Rumex wydają się dość mocne, inaczej 

jest jednak w przypadku Silene. Taylor (1994) opowiada się za genetyczną determinacją 

nierównego stosunku płci u S. latifolia. Zgodnie z teorią restorerową jest to cecha 

warunkowana wielogenowo. Za występowanie przewagi liczebnej roślin żeńskich  
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u tego gatunku odpowiadają geny zlokalizowane na chromosomie X lub na autosomach, 

natomiast na chromosomie Y może występować gen restorerowy, który znosi działanie 

tamtych genów i prowadzi do wyrównanych proporcji płci. Prawdopodobne jest, że gen 

powodujący odchylenie proporcji płci na rzecz przewagi liczebnej roślin żeńskich 

znajduje się na chromosomie X lub jest dziedziczony w linii żeńskiej, ponieważ 

zwiększona ilość roślin tej płci skutkuje zwiększoną liczbą kopii tego genu. Geny te  

u S. latifolia nie zostały dotąd dobrze poznane, jednak wiele wskazuje, że są to 

samolubne elementy genetyczne. Tak złożony system odpowiedzialny za proporcje płci 

może objawiać się ich znacznym zróżnicowaniem pomiędzy populacjami. Mogą istnieć 

populacje, w których obecny jest tylko gen zaburzający proporcje płci, a brak genu 

restorerowego, w których proporcje płci kształtuje tylko zmienność związana  

z obecnością pierwszego z tych genów oraz populacje, w których doszło do utrwalenia 

tego genu, a za proporcje płci odpowiada frekwencja genu restorerowego. Jeżeli 

obydwa loci są polimorficzne to proporcje płci są efektem ich wzajemnej interakcji. 

Obecność takich genów zazwyczaj powoduje także znaczne różnice stosunków płci 

potomstwa roślin pochodzących z tej samej populacji (Taylor 1998). Innym gatunkiem, 

u którego podejrzewa się genetyczną determinację proporcji płci jest wierzba Salix 

viminalis. Analiza proporcji płci potomstwa może wskazywać na obecność genów 

cytoplazmatycznych powodujących niejednakowe proporcje płci, oraz restorerów 

zlokalizowanych w genomie jądrowym. Jednak wnioskowanie na temat lokalizacji tych 

genów utrudnia brak pewności, czy roślina ta posiada chromosomy płci (Alström-

Rapaport 1997).  

Dzięki genetycznej kontroli proporcji płci może istnieć potencjał dla zmian 

ewolucyjnych oraz kontroli przez rośliny alokacji zasobów w stosunku do różnych płci 

potomstwa. Dla każdej populacji istnieją optymalne proporcje płci zależne m. in. od 

częstości występowania zapylenia pomiędzy blisko spokrewnionymi roślinami, 

powodującego depresję wsobną i niższą jakość nasion. Gdy populacja osiągnie 

optymalny stosunek płci, nie będzie mogła być zdominowana przez mutanta 

wytwarzającego potomstwo o odmiennych proporcjach płci. W przypadku braku 

zapylenia pomiędzy blisko spokrewnionymi roślinami, optymalne dla rośliny matecznej 

jest równomierne inwestowanie swoich zasobów w wytwarzanie nasion męskich  

i żeńskich. Oznacza to stosunek płci potomstwa równy 1:1, jeżeli koszt wytworzenia 

nasion obydwu płci jest jednakowy, czyli gdy są one podobnej wielkości.  

W przeciwnym wypadku powinno być wytwarzane więcej nasion tej płci, która 
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wymaga mniejszych nakładów. Jeżeli w populacji dochodzi do krzyżowania się ze sobą 

roślin spokrewnionych, korzystniejsze jest wytwarzanie większej ilości nasion żeńskich 

niż męskich, ponieważ u roślin dwupiennych stopień zapyleń w pokrewieństwie wzrasta 

wraz ze zwiększonym wytwarzaniem męskiego potomstwa (de Jong i Klinkhamer 

2002). 

Stwierdzone aberracje stosunku płci nasion są stosunkowo niewielkie  

w porównaniu do obserwowanych na etapie kwitnienia, co prowadzi do wniosku, że 

istotny wpływ ma tu wiele czynników oddziaływujących na rośliny na różnych etapach 

ich rozwoju. Potwierdzają to wyniki otrzymane przez Stehlik i Barrett (2005). Wykazali 

oni, że przewaga ilościowa płci żeńskiej u Rumex nivalis wzrastała od 0,59 (proporcja 

nasion żeńskich wyrażona jako stosunek nasion żeńskich do wszystkich) u nasion, 

poprzez 0,78 u niekwitnących roślin, aż do 0,87 wśród kwitnących roślin, co może 

świadczyć o wyższej śmiertelności roślin męskich niż żeńskich. Potwierdził to również 

eksperyment szklarniowy przeprowadzony przez tych samych autorów. W tym samym 

doświadczeniu stwierdzono również związek pomiędzy ograniczoną dostępnością 

składników odżywczych a wzrostem śmiertelności roślin męskich, podczas gdy taka 

zależność nie dotyczyła roślin żeńskich. Świadczy to o możliwym wpływie warunków 

środowiska na proporcje płci. Im bardziej niekorzystne warunki, tym większe 

odchylenie w kierunku zwiększenia liczebności roślin żeńskich w stosunku do męskich. 

Również w przypadku długoterminowej obserwacji doświadczalnej puli roślin  

R. thyrsiflorus zaobserwowano wyższą śmiertelność roślin męskich w każdym 

kolejnym roku doświadczenia, co prowadziło do pogłębiania się przewagi liczebnej 

roślin żeńskich (Rychlewski i Zarzycki 1986). Jednak te gatunki z rodzaju Rumex raczej 

stanowią wyjątek, ponieważ uważa się, że to rośliny żeńskie zazwyczaj inwestują 

większą część swoich zasobów w reprodukcję, co czyni je bardziej wrażliwymi na 

niekorzystne warunki środowiska. Dlatego też w optymalnych warunkach proporcje 

płci w populacji nie powinny się różnic od tych obserwowanych w nasionach, natomiast 

warunki stresowe mogą doprowadzić do powstawania populacji składających się 

wyłącznie z roślin męskich. Zróżnicowana śmiertelność roślin każdej z płci ma 

szczególnie duży wpływ na proporcje płci roślin wieloletnich rozmnażających się 

wegetatywnie (de Jong i Klinkhamer 2002). Taki efekt stwierdzono m. in.  

u R. acetosella. W młodych populacjach tego gatunku obserwowano wyrównane 

proporcje płci, lub nawet przewagę liczebną roślin żeńskich, natomiast w starszych 

populacjach występowała przewaga roślin męskich. Obserwacje te są zgodne z teorią 
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alokacji zasobów. Rośliny żeńskie są zmuszone do inwestowania większej części 

swoich zasobów w rozmnażanie generatywne, co powoduje spadek ich wegetatywnego 

wzrostu oraz obniżenie zdolności do współzawodnictwa z roślinami męskimi na tym 

polu (Escarré i Houssard 1991). Jeżeli rośliny żeńskie ponoszą wyższe koszty 

rozmnażania płciowego, to oprócz ich wyższej śmiertelności, która została stwierdzona 

u większości analizowanych pod tym względem gatunków, powinny one 

charakteryzować się mniejszymi rozmiarami niż rośliny męskie. Przypuszczenie to 

okazało się jednak prawdziwe tylko w odniesieniu do roślin drzewiastych. Żeńskie 

okazy gatunków zielnych są z reguły większe od męskich. Może być to związane różną 

presją selekcyjną, która promuje większe rozmiary roślin męskich u gatunków 

drzewiastych ze względu na łatwiejszy dostęp do roślin żeńskich i zwiększone 

wytwarzanie pyłku, podczas gdy, u roślin zielnych zaletą mniejszych roślin męskich 

będzie wcześniejsze dojrzewanie i wcześniejsza reprodukcja (Obeso 2002). 

 

2.4. Poszukiwanie sekwencji charakterystycznych 
dla chromosomów płci u roślin 

 
Najczęściej do poszukiwania sekwencji charakterystycznych dla chromosomu 

Y wykorzystuje się metody pozwalające na generowanie dużej ilości losowych 

fragmentów DNA, takie jak RAPD (ang. Randomly Amplified Polymorphic DNA) lub 

AFLP (ang. Amplified Fragment Length Polymorphism). W tym celu dokonuje się 

porównania profili prążkowych uzyskanych tymi metodami dla pewnej ilości roślin 

męskich i żeńskich poszukując prążków występujący wyłącznie u roślin męskich. 

Następnie prążki takie poddaje się klonowaniu i stosuje się jako sondy w hybrydyzacji 

typu Southern z genomowym DNA roślin różnych płci w celu potwierdzenia ich 

specyficzności względem chromosomu Y. Pozytywnie zweryfikowane klony można 

poddać sekwencjonowaniu, co pozwala na poznanie specyfiki zawartych w nich 

sekwencji oraz na konwersję otrzymanych markerów płci w markery SCAR (ang. 

Sequence-Characterised Amplified Region). W podobny sposób Mandolino i in. (1999) 

opracowali marker pozwalający na określenie płci u Cannabis sativa. Pomimo, że  

w analizie RFLP (ang. Restriction Fragments Length Polymorphism) przy użyciu jako 

sondy sklonowanego produktu RAPD charakterystycznego dla płci męskiej nie uzyskali 

oni profili charakterystycznych dla roślin męskich, jednak po opracowaniu starterów dla 
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tej sekwencji otrzymali marker SCAR dający pojedynczy produkt o wielkości 390 pz  

u roślin męskich oraz dwa produkty: 560 i 870 pz u żeńskich. Na zmniejszenie liczby 

koniecznych do wykonania reakcji RAPD lub AFLP pozwala zastosowanie analizy 

zbiorczych prób segregantów (BSA – ang. Bulk Segregant Analysis) (Michelmore i in. 

1991). Dodatkową zaletą zastosowania BSA do poszukiwania markerów sprzężonych  

z płcią jest możliwość wykrycia nie tylko sekwencji pochodzących z chromosomu Y, 

ale również X. Metoda ta oparta jest na porównaniu dwóch próbek powstałych przez 

zmieszanie DNA roślin żeńskich i osobno męskich pochodzących z pojedynczego 

krzyżowania przy użyciu markerów takich, jak np. RAPD. Jeżeli marker obecny  

u rośliny ojcowskiej jest również obecny w próbie mieszanej powstałej z DNA roślin 

męskich, ale nie ma go w próbie DNA roślin żeńskich należy przyjąć, że jest on 

sprzężony z chromosomem Y. Natomiast, jeżeli wariant ojcowski dziedziczony jest 

wyłącznie przez żeńską próbę mieszaną oznacza to, iż jest on zlokalizowany na 

chromosomie X (Filatov 2005). BSA wykorzystano np. do stworzenia markerów SCAR 

amplifikujących fragmenty DNA charakterystyczne dla chromosomów Y S. latifolia  

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

Podejścia te można stosować również u gatunków, u których nie występują 

heteromorficzne chromosomy płci, nawet w przypadku, gdy płeć jest warunkowana 

przez jeden locus, lecz wówczas wymagany jest duży nakład pracy związany  

z koniecznością przeanalizowania dużej ilości profili prążkowych (de Jong i Klinhamer 

2002). U Asparagus officinalis za płeć odpowiada jeden locus. Dominujący allel M 

warunkuje płeć męską, a recesywny m – żeńską. Przy krzyżowaniu roślin żeńskich  

o genotypie mm z męskimi Mm otrzymuje się potomstwo o proporcjach płci 1:1, 

natomiast z roślinami męskimi o genotypie MM – wyłącznie potomstwo o płci męskiej. 

Stosując analizę skrajnych segregantów przetestowano stosunkowo dużą liczbę 

starterów RAPD (760) i otrzymano tylko dwa produkty wykazujące korelację z allelem 

M. Jeden z nich przekształcono w marker SCAR (Jiang i Sink 1997). 

Markery SCAR dla płci męskiej opracowano również dla wielu innych 

gatunków roślin dwupiennych, np. Humulus lupulus (Polley i in. 1997), Salix viminalis 

(Gunter i in. 2003), Bryonia dioica (Oyama i in. 2008), Actinidia chinensis (Fraser i in. 

2009) i Carica papaya (Deputy i in 2002). 

Istnieją również inne metody wyszukiwania genów i sekwencji  

z chromosomu Y, wśród nich są: izolacja chromosomów Y poprzez mikrodisekcję lub 

przy użyciu cytometrii przepływowej oraz hybrydyzacja in situ (FISH) klonów 
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genomowych. Do wad podejścia polegającego na izolacji chromosomów Y zaliczyć 

należy znaczny stopień skomplikowania tej metody, duże wymagania sprzętowe, 

niewielką ilość uzyskanego DNA, która wymaga amplifikacji przy pomocy PCR ze 

zdegenerowanymi starterami, ponadto jest ono bardzo wrażliwe na kontaminację. Poza 

tym, podejście takie jest możliwe do zastosowania tylko u gatunków, u których 

chromosom Y dostatecznie różni się morfologią od X oraz autosomów. FISH może być 

użyty zarówno do potwierdzenia specyficzności względem chromosomu Y sekwencji 

uzyskanych innymi metodami jak i poszukiwania nowych o takiej specyficzności. 

Ograniczenie tej metody stanowi jednak wymagana duża wielkość sondy (min. 5 kb), 

co powoduje, że zawiera ona często sekwencje powtórzone, przez co może się 

przyłączyć do różnych chromosomów (Filatov 2005). 

Markery molekularne pozwalające na określenie płci mogą znaleźć 

zastosowanie w hodowli i uprawie roślin dwupiennych. Przykładem może być chmiel 

zwyczajny (Humulus lupulus). W przypadku tej rośliny korzystna jest wczesna 

identyfikacja płci, ponieważ jako surowca do produkcji piwa używa się niezapylonych 

kwiatów żeńskich, dlatego wskazana jest wczesna identyfikacja roślin męskich i ich 

eliminacja z uprawy (Polley i in. 1997). Również w przypadku szparaga (Asparagus 

officialis) istotna jest płeć uprawianych roślin, ponieważ rośliny męskie zapewniają 

wyższy i lepszy jakościowo plon (Jiang i Sink 1997). Molekularne markery płci są 

również używane do określania pierwotnych proporcji płci roślin dwupiennych. 

 

2.5. Sekwencje pochodzące z chromosomów płci  
R. acetosa 

 
Do gatunków roślin o stosunkowo dużej ilości poznanych sekwencji 

chromosomów Y obok Silene latifolia należy również Rumex acetosa. Chromosomy Y 

tego gatunku są DAPI pozytywne, AT-bogate i zawierają dużo sekwencji powtórzonych 

tandemowo oraz elementów transpozycyjnych (Mariotti i in. 2006, 2009, Shibata i in. 

2000a). W przypadku retroelementów badania nie wykazały ich akumulacji  

w chromosomach Y R. acetosa, raczej były one równomiernie rozproszone we obu 

typach chromosomów płci tego gatunku (Mariotti i in. 2006). Pomimo to, Rahman  

i Ainsworth (2004) opisali sekwencje dwóch męskospecyficznych prążków uzyskanych 

metodą AFLP, nazwanych MADR1 i MADR2 (ang. male-associated DNA sequence in 
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Rumex acetosa) i stwierdzili, że druga z nich wykazuje znaczne podobieństwo do 

retroelementów występujących u różnych organizmów. 

Shibata i in. (1999) wykorzystali mikrodisekcję do izolacji chromosomów Y 

szczawiu, następnie zamplifikowali otrzymane DNA przy pomocy zdegenerowanych 

starterów (DOP-PCR) i stworzyli bibliotekę zawierającą fragmenty DNA pochodzące  

z chromosomów Y, w której znaleźli dwa klony dające sygnał hybrydyzacyjny tylko  

z DNA roślin męskich. Dalsza analiza wykazała, że zawierają one fragmenty sekwencji 

repetytywnej o długości pojedynczego powtórzenia około 930 pz, występującej na 

chromosomach Y1 i Y2. Jednostka powtórzona została sklonowana, zsekwencjonowana 

i nazwana RAYSI (ang. R. acetosa Y chromosome specific sequence I). Jest to wysoce 

repetytywna sekwencja obecna wyłącznie na chromosomach Y R. acetosa i gatunków 

blisko z nim spokrewnionych, posiadających system chromosomów płci XX/XY1Y2. Jej 

obecności nie stwierdzono u gatunków Rumex o systemie chromosomów XX/XY 

takich, jak R. acetosella oraz u żadnej z odmian R. hastatulus (Navajas-Peréz i in. 

2006). Dalsze badania wykazały, że można wyróżnić dwa warianty tej sekwencji: 

RAYSI-S i RAYSI-J. Różni je około 90 miejsc diagnostycznych. Obecność obydwu 

wariantów stwierdzono u R. acetosa, ale u R. papillaris, innego gatunku z sekcji 

Acetosa, nie znaleziono RAYSI-S (Navajas-Peréz i in. 2005a). 

Do poszukiwania sekwencji charakterystycznych dla chromosomów płci  

R. acetosa wykorzystano także analizę skrajnych segregantów (BSA). Wykryto dwie 

kolejne sekwencje repetytywne charakterystyczne dla chromosomów Y: RAYSII i 

RAYSIII. Pierwsza z nich występuje w dwóch dużych blokach tylko na chromosomie 

Y1, a druga w wielu loci rozproszonych na obu chromosomach Y (Mariotti i in. 2009). 

Sekwencje RAYSI, RAYSII i RAYSIII należą do tej samej rodziny wraz z autosomalną 

sekwencją RAE730. Wszystkie one stanowią powtórzenia wyższego rzędu składające 

się z sześciu do dziewięciu monomerów o długości 120 pz i jest prawdopodobne, że 

wywodzą się z tego samego ancestralnego satDNA o właśnie takiej jednostce 

powtórzenia, chociaż ich ewolucja mogła przebiegać przez etap o długości powtórzenia 

360 pz, ponieważ trzy powtórzenia 120 pz cechują się wyższą homologią (Mariotti i in. 

2009).  

Inną sekwencją repetytywną, której obecność stwierdzono na chromosomach 

Y, ale nie wykazującą homologii z sekwencjami RAYS jest RAE180. Odkryto ją 

wykonując trawienie restrykcyjne DNA roślin męskich i żeńskich enzymem EcoRI. Po 

elektroforezie widoczne były prążki 180 i 360 pz specyficzne dla roślin męskich. Ich 
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wielkość odpowiadała jednej i dwóm jednostkom powtórzonym (Ruiz Rejón i in. 1994, 

Shibata i in. 2000a). Sekwencja ta jednak nie jest charakterystyczna wyłącznie dla 

chromosomów Y, ponieważ przy pomocy FISH jej obecność wykazano nie tylko na 

obydwu chromosomach Y, ale też na autosomach 1 i 4 pary (Shibata i in. 2000a). 

Większość poznanych dotąd sekwencji specyficznych dla chromosomów Y  

R. acetosa jest bogata w pary AT i stanowi DNA repetytywny (Mariotti i in. 2009, 

Shibata i in. 2000a, Rahman i Ainsworth 2004). Gromadzenie satelitarnych sekwencji 

DNA, a wśród nich znacznych ilości RAYSI i RAE180 doprowadziło do 

heterochromatynizacji chromosomów Y gatunków należących do sekcji Acetosa. 

Procesowi temu towarzyszyły rearanżacje chromosomów płci, które doprowadziły do 

różnej dystrybucji heterochromatyny chromosomów Y u gatunków z tej sekcji 

(Navajas-Peréz i in. 2009).  

 

2.6. Ustalanie pierwotnych proporcji płci przy 
pomocy markerów molekularnych 

 
U większości roślin dwupiennych nie występują różnice morfologiczne 

pozwalające na określenie płci przed kwitnieniem. Badania mające na celu określenie 

proporcji płci nasion, a polegające na ich skiełkowaniu i uprawie roślin aż do okresu 

kwitnienia mogą być obarczone dużym błędem wynikającym ze zróżnicowanej 

śmiertelności roślin każdej z płci. Porównując proporcje płci dwóch grup roślin: jednej 

uprawianej w optymalnych warunkach i drugiej, dla której warunki uprawy były 

niesprzyjające, można przyjąć, że śmiertelność roślin nie jest powiązana z płcią tylko 

wtedy, gdy ich proporcje płci w czasie kwitnienia nie będą się istotnie różnić (de Jong  

i Klinkhamer 2002). Wyniki uzyskane dla R. nivalis przez Stehlik i Barrett (2005) 

wykazują jednak wpływ warunków środowiska na zróżnicowaną śmiertelność roślin 

męskich i żeńskich.  

Bardziej wiarygodną ocenę pierwotnych proporcji płci umożliwia metoda 

oparta na określaniu płci siewek na podstawie obecności heteromorficznych 

chromosomów płci. Można ją stosować tylko u gatunków o dobrze poznanych 

chromosomach płci, takich jak konopie, chmiel, Silene latifolia i S. dioica oraz niektóre 

gatunki Rumex (de Jong i Klinkhamer 2002). U R. acetosa i R. thyrsiflorus płeć można 

określić nie tylko na podstawie różnic w morfologii chromosomów płci, ale również 
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licząc chromosomy, ponieważ ze względu na system chromosomów płci XX/XY1Y2, 

rośliny męskie i żeńskie różnią się liczbą chromosomów (Rychlewski i Zarzycki 1975, 

1981). Do wad tej metody należy zaliczyć brak możliwości określenia płci nasion nie 

kiełkujących, dlatego najbardziej wiarygodna jest analiza pierwotnego stosunku płci 

oparta na wykorzystaniu markerów molekularnych. Dodatkową zaletę tej metody 

stanowi możliwość jej zastosowania zarówno u gatunków z heteromorficznymi 

chromosomami płci jak również u tych, które ich nie posiadają, ale ich płeć jest 

warunkowana genetycznie (de Jong i Klinkhamer 2002). Do tej pory markery 

molekularne wykorzystano do ustalania proporcji płci m. in. Rumex acetosa 

(Korpelainen 2002), R. nivalis (Stehlik i Barrett 2005) i Distichlis spicata (Eppley 

2001). 

Metodę alternatywną do wykorzystania markerów molekularnych stanowić 

może określanie płci przy pomocy cytometrii przepływowej. Pozwala ona zarówno na 

określenie płci sporofitu jak i gametofitu, jednak jej zastosowanie jest ograniczone do 

gatunków o dostatecznie dużej różnicy ilości DNA pomiędzy płciami. Dobre wyniki jej 

użycia odnotowano u gatunków Rumex z systemem chromosomów płci XX/XY1Y2, ze 

względu na niską proporcję autosomów do heteromorficznych chromosomów płci, duże 

chromosomy płci oraz obecność nie jednego, a dwóch chromosomów Y u roślin 

męskich (Błocka-Wandas i in. 2007, Stehlik i in. 2007). 

 

2.7. Rodzaj Rumex  
 

Rodzaj Rumex (rodzina Polygonaceae) stanowi dogodny model do badań 

dotyczących zarówno chromosomów płci oraz systemów determinacji płci jak  

i proporcji płci w populacjach. Należą do niego gatunki jednopienne, dwupienne, 

żeńskojednopienne i hermafrodytyczne, co umożliwia badania nad ewolucją 

rozdzielnopłciowości u roślin. Niektóre z gatunków dwupiennych posiadają 

heteromorficzne chromosomy płci. Część z nich ma system chromosomalny XX/XY, 

ale są też i takie, u których występuje system XX/XY1Y2 a wśród nich m. in. R. acetosa 

i R. thyrsiflorus. Wśród gatunków z chromosomami płci stwierdzono różne systemy 

determinacji płci. U niektórych z nich jest on, podobnie jak u Drosophila melanogaster, 

oparty na proporcji ilości chromosomów X do kompletów autosomów (X/A), podczas 
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gdy u innych gatunków jest to taki sam system, jaki występuje u ssaków, związany  

z obecnością aktywnego chromosomu Y. 

Rodzaj Rumex dzieli się na cztery podrodzaje: Acetosa, Acatosella, Rumex  

i Platypodium. W podrodzaju Acetosa wyróżnia się sześć sekcji: Acetosa, Americanae, 

Scutati, Hastati, Vesicarii i Afroacetosa (Navajas-Peréz i in. 2005b). Do sekcji Acetosa 

zalicza się R. acetosa i gatunki blisko z nim spokrewnione, czyli m. in. R. papillaris,  

R. nivalis, R. thyrsiflorus i R. arifolius (Navajas-Peréz i in. 2009, Stehlik i Blattner 

2004, Rychlewski i Zarzycki 1981). Są to gatunki dwupienne, posiadające chromosomy 

płci XX u roślin żeńskich i XY1Y2 u męskich, a ich płeć jest determinowana na 

podstawie proporcji X/A. Podstawowa liczba chromosomów gatunków z tej sekcji 

wynosi 7, u roślin żeńskich występuje 14 chromosomów, a u męskich 15 ze względu na 

obecność dwóch chromosomów Y (Navajas-Peréz i in. 2005b, 2009). 

Jednym z gatunków należących do sekcji Americanae jest R. hastatulus.  

U tego gatunku typ chromosomów płci uzależniony jest od miejsca pochodzenia.  

U roślin pochodzących z Północnej Karoliny występuje system chromosomów 

XX/XY 1Y2, a u roślin z Teksasu – XX/XY. Do pozostałych sekcji tego podrodzaju 

zalicza się zarówno gatunki dwupienne, hermafrodytyczne, poligamiczne jak  

i żeńskojednopienne. Do podrodzaju Acetosella należą tylko dwa gatunki:  

R. acetosella i R. graminifolius. Są one dwupienne, posiadają chromosomy płci 

(XX/XY), a mechanizm determinacji płci oparty jest na aktywnym chromosomie Y. Do 

podrodzaju Rumex należą gatunki hermafrodytyczne takie jak np. R. crispus. Wyjątek 

stanowi jednopienny R. giganteus. Natomiast hermafrodytyczny R. bucephalophorus 

stanowi jedyny gatunek z podrodzaju Platypodium. Jednak analiza filogenetyczna, 

oparta na jądrowej sekwencji ITS (ang. Intergenic Transcribed Spacers) oraz 

plastydowych sekwencjach intronu genu trnL i odcinka między genami trnL-trnF, nie 

potwierdziła tej klasycznej systematyki rodzaju Rumex. Otrzymane wyniki potwierdziły 

spójność podrodzaju Acetosa (nie analizowano R. nivalis, R. thyrsiflorus i R. arifolius), 

ale nie dostarczyły dowodów na odrębność podrodzajów Acatosella i Platypodium. 

Dwupienność połączona z posiadaniem chromosomów płci prawdopodobnie 

wyewoluowała u Rumex tylko raz. Wszystkie wykazujące te cechy gatunki 

eurazjatyckie i amerykańskie należą do jednego kladu wraz z hermafrodytycznym  

R. bucephalophorus, co przeczy teorii mówiącej o wielokrotnym powstaniu 

rozdzielnopłciowości w ich obrębie. Dwupienność w obrębie tego kladu powstała 

stosunkowo niedawno, bo jak się ocenia około 15-16 milionów lat temu. Osobny klad 
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stanowią gatunki hermafrodytyczno-poligamiczne, poligamiczno-żeńskojednopienne 

wraz z R. sagittatus, który jest dwupienny, ale nie posiada chromosomów płci. Może to 

odzwierciedlać rolę żeńskojednopienności jako etapu na drodze do ewolucji 

dwupienności z gatunków hermafrodytycznych. Otrzymane drzewo filogenetyczne 

pokrywa się z klasyfikacją opartą na podstawowej liczbie chromosomów (ryc. 1). 

(Navajas-Peréz i in. 2005b). 

W obrębie grupy diploidalnych gatunków eurazjatyckich i amerykańskich 

występują dwa siostrzane klady. Jeden z nich zawiera gatunki o systemie 

chromosomów XX/XY1Y2, czyli R. acetosa i taksony blisko z nim spokrewnione. Do 

drugiego należą w większości gatunki o systemie chromosomalnym XX/XY, ale także 

R. hastatulus z Północnej Karoliny posiadający chromosomy XX/XY1Y2. Potwierdza to 

ogólnie przyjętą teorię, że starszy ewolucyjnie jest system XX/XY, oraz świadczy  

o tym, iż do powstania systemu XX/XY1Y2 w rodzaju Rumex doszło dwukrotnie: raz  

u przodka R. acetosa i jego krewnych i drugi raz u R. hastatulus z Północnej Karoliny 

(Navajas-Peréz i in. 2005b). 

W grupie zawierającej R. acetosa i gatunki z nim spokrewnione o płci 

decyduje stosunek X/A, a siostrzany do niej klad zawiera głównie gatunki, u których 

płeć zależy od obecności chromosomu Y. Jedyny wyjątek wśród nich stanowi, podobnie 

jak w przypadku systemu chromosomów płci, R. hastatulus z Karoliny Północnej. Na 

podstawie tych wyników można stwierdzić, że starszym mechanizmem determinacji 

płci u Rumex jest system oparty na aktywnym chromosomie Y, a system X/A 

wyewoluował z niego dwukrotnie w tej grupie dwupiennych (Navajas-Peréz i in. 

2005b). 
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Ryc. 1. Drzewo filogenetyczne rodzaju Rumex stworzone metodą największej 
wiarygodności na podstawie sekwencji jądrowych i chloroplastowych (przy węzłach 
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podano wartości samopróbkowania) zastawione z danymi na temat ewolucji 
podstawowej liczby chromosomów (x) w obrębie tego rodzaju. Strzałka pokazuje 
węzeł, w którym doszło do powstania dwupienności. H – oznacza gatunki 
hermafrodytyczne, P – poligamiczne, G – żeńskojednopienne, M – jednopienne, D – 
dwupienne (wg. Navajas-Peréz 2005b) 
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3. Cele pracy 
 

• ocena możliwości użycia wybranych markerów płci opracowanych dla Rumex 

acetosa u roślin pochodzących z polskich populacji tego gatunku oraz u dwóch 

innych występujących na terenie Polski gatunków sekcji Acetosa z systemem 

chromosomów płci XX/XY1Y2 (R. thyrsiflorus i R. arifolius) 

• analiza porównawcza efektów amplifikacji DNA tych gatunków z użyciem 

wybranych starterów na powtarzalne sekwencje zlokalizowane  

w chromosomach Y 

• próba zastosowania tych samych starterów u dwóch gatunków Rumex spoza 

sekcji Acetosa: R. acetosella, R. hastatulus i R. crispus w celu sprawdzenia, czy 

ich genomy nie zawierają sekwencji zbliżonych do występujących  

w chromosomach Y R. acetosa   

• analiza proporcji płci nasion pochodzących z wybranych polskich populacji  

R. acetosa i R. thyrsiflorus  

• próba znalezienia markerów sprzężonych z płcią męską u R. acetosella 
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4. Materiały i metody 
 

4.1. Materiał roślinny 
 

5.1.1. Materiał roślinny wykorzystany do analizy płci 
 

Do analiz wykorzystano rośliny z rodzaju Rumex zebrane z różnych populacji 

(tab.1). Materiał roślinny zbierany był w okresie kwitnienia, a płeć roślin określano na 

podstawie kwiatostanów. Przed izolacją DNA liście były zamrażane i przechowywane 

w -80°C lub suszone w żelu krzemionkowym. U gatunków R. acetosa i R. thyrsiflorus 

przeprowadzono również analizę stosunku płci nasion z populacji wyszczególnionych  

w tabeli 2. 

 
Tabela 1. Analizowane rośliny z rodzaju Rumex. 
 

Gatunek Populacja Rok 
Liczba 

analizowanych 
roślin żeńskich 

Liczba 
analizowanych 
roślin męskich 

wały Rudawy/Kraków 
(Polska pd.) 

2008 10 10 
R. acetosa 

Uszczyn  
(Polska pn.) 

2010 0 14 

wały Rudawy/Kraków 
(Polska pd.) 

2007 10 10 

Tyniec/Kraków (Polska 
pd.) 

2010 8 17 
R. 

thyrsiflorus 
Skała Kmity  
(Polska pd.) 

2010 5 11 

Strbskie Pleso/Tatry 2008 1 1 
R. arifolius Kopa 

Bukowska/Bieszczady 
2008 1 0 

R. 
hastatulus 

rośliny otrzymane z 
nasion pochodzących z 
Karoliny Północnej* 

2008 3 3 

R. 
acetosella 

Tyniec/Kraków  
(Polska pd.) 

2008 3 3 

R. crispus 
Tyniec/Kraków  

(Polska pd.) 
2008 3 

* - nasiona otrzymane od dr M. Jamileny z Departamento de Biologia Aplicada, Escuela 
Técnica Superior de Ingenieros Agronomus, Universidad de Almeria 
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Tabela 2. Nasiona analizowane pod kątem stosunku płci. 
 

Gatunek Populacja 
Liczba 

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. Materiał roślinny wykorzystany do poszukiwania 
markerów płci u R. acetosella 

 

Do poszukiwania markerów sprzężonych z płcią u R. acetosella wykorzystano 5 

roślin żeńskich i 5 męskich tego gatunku, pochodzących z populacji w Tyńcu (Kraków). 

Płeć określono na podstawie kwiatów. 

 

4.2.Metody badawcze 
 

4.2.1. Izolacja DNA 
 

Izolację DNA wykonano przy pomocy metody z użyciem buforu ekstrakcyjnego 

zawierającego CTAB (Gawal i Jarret 1991) z modyfikacjami. 

Zamrożone liście ucierano na proszek w moździerzu z ciekłym azotem, a liście, 

które przed izolacją zostały wysuszone w żelu krzemionkowym mielono w młynku 

kulowym MM400 firmy Retsch. Sproszkowaną tkankę przenoszono do probówki typu 

Eppendorf i dodawano 700 µl buforu ekstrakcyjnego z CTAB (tab.3).  
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Tabela 3. Skład bufiru ekstakcyjnego z CTAB. 
 

Składnik buforu Stężenie 
końcowe 

CTAB  4 % 
Tris-HCl pH 8,0 100 mM 
NaCl 1,4 M 
EDTA(Na2) 20 mM 
PVP 1 % 
β-merkaptoetanol 0,1 % 

 

Po dodaniu buforu próbki mieszano i inkubowano w temperaturze 65°C przez 

około 20 min. Następnie dodano 600 µl mieszaniny chloroform – alkohol izoamylowy 

(24:1 v/v), całość wytrząsano przez 10 min. i wirowano przy 15000 x g przez 10 min. 

Po wirowaniu 500 µl fazy wodnej odbierano do nowej probówki i dodawano 500 µl 

izopropanolu wychłodzonego do -20°C. Próbki mieszano i wirowano przy 15000 x g 

przez 10 min w temperaturze 4°C. Następnie zlewano supernatant, a osad DNA 

przemywano 800 µl 70% etanolu. Próbki ponownie wirowano przez 5 min. przy  

15000 x g, po czym zlewano supernatant a osad suszono pod próżnią, rozpuszczano w 

50 µl sterylnej wody i zamrażano w -20°C. 

W przypadku izolacji DNA z pojedynczych nasion stosowano podobną 

procedurę, redukując jedynie objętości poszczególnych odczynników. Dodawano 

odpowiednio: 250 µl buforu ekstrakcyjnego z CTAB, 200 µl mieszaniny chloroform – 

alkohol izoamylowy, 170µl izopropanolu i 200 µl 70% etanolu, a po pierwszym 

wirowaniu odbierano 170 µl fazy wodnej. Resztę czynności przeprowadzono  

w identyczny sposób jak przy izolacji DNA z liści. 

Jakość i stężenie otrzymanego preparatu DNA sprawdzano 

spektrofotometrycznie przy pomocy urządzenia NanoDrop ND-1000 lub poprzez 

elektroforezę w żelu agarozowym. 

 

4.2.2. Standardowa reakcja PCR 

 

W celu analizy płci roślin i nasion przeprowadzano PCR z dwoma parami 

starterów: RAY-f  i RAY-r (Korpelainen 2002) oraz UGR08-f i UGR08-r (Mariotti i in. 

2009). Do reakcji kontrolnej wykorzystano startery R730-A i R730-B (Navajas-Peréz i in. 
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2005a). Sekwencje tych starterów przedstawia tabela 4, a skład mieszaniny reakcyjnej 

tabela 5. 

 

Tabela 4. Lista starterów użytych do analizy płci. 
 

Nazwa Amplifikowana 
sekwencja 

Sekwencja (3’-5’) 

RAY-f ACT CGA ATG TAA GCA TTT GGT CCT A 
RAY-r 

RAYSI 
ACT ACA CGA TTG TCC ATA AAG TGG A 

UGR08-f CCA ATT GGT CTC AAC TAG AAC A 
UGR08-r 

RAYSII 
TGT TAT AGG TTT TGG ACT GCC A 

R730-A CTC GGA CCA ATT ATC TCA T 
R730-B 

RAE730 
CAT TAT TTG GGA GCC GAT 

 
 
Tabela 5. Skład mieszaniny reakcyjnej do standardowej reakcji PCR. 
 

Składnik 
[stężenie początkowe] 

Objętość 
[µl] 

Stężenie końcowe  
lub ilość na reakcję 

Bufor PCR z KCl (Fermentas) 
[10x] 

1,5 1x 

MgCl2 

[25 mM] 
3 5 mM 

dNTP (Fermentas) 
[10 mM] 

0,375 0,25 mM 

Polimeraza Taq (Fermentas) 
[5 U/µl] 

0,225 1,125 U 

Starter 1 
[10 µM] 

0,375 0,25 µM 

Starter 2 
[10 µM] 

0,375 0,25 µM 

DNA 
[~70 ng/µl] 

1,5 ~100 ng 

H2O 7,65 - 
Całość 15 - 

 

Reakcję przeprowadzono w termocyklerze zaprogramowanym następująco:  

1) wstępna denaturacja 94°C/4min.; 2) 30 cykli złożonych z denaturacji 94°C/1 min., 

przyłączania starterów 60°C/45 s, elongacji 72°C/1 min. 30s; 3) końcowa elongacja 

72°C/8 min. Produkty PCR rozdzielano w 1% żelu agarozowym z dodatkiem bromku 

etydyny w buforze TBE przez 1,5 h przy natężeniu pola 3,5 V/cm. 
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4.2.3. Klonowanie wybranych produktów PCR 

 

Wybrane produkty PCR izolowano z żelu przy użyciu zestawu Wizard SV Gel 

and PCR Clean-Up System firmy Promega. Po elektroforezie w 1% żelu agarozowym  

z dodatkiem bromku etydyny w stężeniu 0,5 µg/ml w buforze TBE przez 1,5 h przy 

natężeniu pola 3,5 V/cm wybrany prążek wycinano z żelu. Dodawano do niego 

Membrane Binding Solution (Promega) w ilości 10 µl na każde 10 mg wyciętego żelu. 

Całość inkubowano w 65º C aż do całkowitego rozpuszczenia żelu. Następnie 

mieszaniną nakładano na kolumnę i wirowano przy 16 000 x g przez 1 min. Po 

zwirowaniu na kolumnę dodawano 700 µl Membrane Wash Solution (Promega). Po 

czym kolumnę wirowano j. w. Etap ten powtarzano zmniejszoną do 500 µl ilością 

Membrane Wash Solution. Potem przeprowadzano elucję DNA z kolumny dodając  

30 µl sterylnej wody i całość wirując j. w. 

Oczyszczone produkty PCR klonowano przy pomocy zestawu CloneJet PCR 

Cloning Kit firmy Fermentas. Najpierw pozbywano się lepkich końców produktów PCR 

przeprowadzając reakcję ich tępienia, której skład przedstawia tabela 6. Całość 

inkubowno w 70º C przez 5 min., a następnie umieszczano na lodzie. Kolejnym etapem 

było przeprowadzenie ligacji z wektorem, w tym celu do mieszaniny po reakcyjnej po 

tępieniu końców dodawano 1 µl wektora pJET1.2 o stężeniu 50 ng/µl oraz 1 µl ligazy 

DNA T4, której stężenie wynosiło 5 u/µl. Otrzymaną mieszaninę inkubowano  

w temperaturze pokojowej przez 30 min. 

 

Tabela 6. Skład mieszaniny reakcyjnej do tępienia końców produktów PCR. 
 

Składnik 
[stężenie] 

Objętość 
[µl] 

Stężenie końcowe  
lub ilość na reakcję 

Bufor reakcyjny 
[2 x] 

10 1 x 

Produkt PCR 
[~5 - 40 ng/µl] 

1 – 7 ~2 ng/µl* 

H2O 0 - 6 - 
DNA blunting enzyme 

(Fermentas) 
1 - 

Całość 18 - 
* - stężenie końcowe jest zależne od wielkości klonowanego fragmentu, ponieważ jest 
dobierane tak, aby osiągnąć proporcję cząstek klonowanego produktu do wektora około 
3:1. 
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Mieszaninę ligacyjną użyto do transformacji bakterii E. coli szczepu DH10B. 

Do 100 µl zawiesiny bakterii dodawano 10 µl mieszaniny ligacyjnej. Całość trzymano 

w lodzie przez 20 min., a następnie zanurzano w łaźni wodnej o temperaturze 42ºC  

na 1 min, poczym do próbek dodawano 1 ml płynnej pożywki LB i wytrząsano je przez 

1 h w 37ºC. Potem próbki wirowano przy 6 000 x g przez 3 min. Usuwano większość 

nadsączu, a bakterie wysiewano na płytki Petriego zawierające pożywkę LB z agarem 

oraz ampicyliną w stężeniu 100 µg/ml. Płytki z bakteriami inkubowano przez noc  

w 37º C. Wybrane kolonie bakterii były przenoszone na nowe szalki z taką samą 

pożywką oraz ampicyliną i ponownie inkubowane j.w. Z tych samych kolonii pobierano 

również komórki bakteryjne, które były wykorzystywane do przygotowania 

matrycowego DNA do PCR kolonijnego.  

Aby wytypować klony zawierające właściwy fragment DNA przeprowadzano 

PCR kolonijny. W tym celu pobierano bakterie z poszczególnych kolonii, zawieszając 

je w 100 µl sterylnej wody w probówkach typu Eppendorf, które następnie umieszczano 

na 15 min. we wrzącej wodzie, a następnie na lodzie. Tak uzyskane matrycowe DNA 

używano do PCR kolonijnego ze starterami pJET1.2-f i pJET1.2-r (tab. 8) 

zakotwiczonymi w wektorze w miejscach flankujących miejsce klonowania. Skład 

mieszaniny reakcyjnej oraz termocykler i jego program były takie same jak  

w przypadku standardowej reakcji PCR (tab. 5).  

 

4.2.4. Izolacja plazmidów 

 

Wybrane klony były hodowane przez noc w płynnej pożywce LB z dodatkiem 

ampicyliny w stężeniu 100 µg/ml. Następnie izolowano z nich plazmidy zestawem 

Gene MATRIX Plasmid Miniprep firmy EURx. Na minikolumnę nanoszono 40 µl 

buforu aktywacyjnego i pozostawiano ją do momentu naniesienia lizatu. 4 ml hodowli 

bakteryjnej wirowano przez 2 min przy 15 000 x g. Zlewano supernatant, a osad 

bakteryjny zawieszano w 250 µl buforu Cell R. Dodawano 200 µl buforu lizującego  

i całość mieszano. Następnie dodawano 350 µl buforu Neutral B, ponownie mieszano  

i wirowano przez 7 min. przy 15 000 x g. Supernatant nanoszono na minikolumnę  

i całość wirowano 1 min. przy 13 000 x g. Następnie kolumnę płukano dodając 500 µl 

buforu Wash PLX1 i wirując j. w. Płukanie powtarzano używając 650 µl buforu Wash 

PLX2 i wirując j.w. Następnie kolumnę jeszcze raz wirowano przez 2 min. przy  
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13 000 x g dla usunięcia resztek buforu płuczącego. Minikolumnę umieszczano  

w nowej probówce typu Eppendorf i DNA wymywano ze złoża nanosząc na nie 50 µl 

buforu elucyjnego, pozostawiając na 2 min. w temperaturze pokojowej. Kolumnę 

wirowano j.w. Jakość i stężenie otrzymanego preparatu sprawdzano elektroforetycznie 

oraz spektrofotometrycznie przy pomocy urządzenia NanoDrop ND-1000. Plazmidowe 

DNA do dalszych analiz przechowywano w -20ºC. 

 

4.2.5. Sekwencjonowanie wybranych klonów 

 

Przeprowadzono standardową reakcję PCR ze starterami pJET1.2-f i pJET1.2-r, 

a jej produkty rozdzielono elektroforetycznie oraz oczyszczono z żelu tak samo jak  

w punkcie 4.2.3. i użyto jako matrycę do sekwencjonowania.  

Reakcję sekwencjonowania przygotowano z wykorzystaniem zestawu CEQ 

DTCS Quick Start Kit firmy Beckman–Coulter. Skład mieszaniny reakcyjnej  

o objętości 10 µl przedstawia tabela 7, a listę starterów użytych do sekwencjonowania 

tabela 8. 

 

Tabela 7. Skład mieszaniny do reakcji sekwencjonowania 
 

Składnik 
[stężenie] 

Objętość 
[µl] 

Stężenie końcowe 
lub ilość na reakcję 

DCTS Quick Start Mix 
[1 x] 

4 0,4 x 

DNA 
[3-15 ng/µl] 

1-5* 15 

Starter 
[10 µM] 

0,5 0,5 µM 

H2O 0-4 - 
Całość 10 µl - 

* - w zależności od stężenia DNA 
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Tabela 8. Lista starterów użytych do sekwencjonowania. 
 

Nazwa Sekwencja (3’-5’) Analizowany klon 
pJET1.2-f CGA CTC ACT ATA GGG AGA GCG GC 
pJET1.2-r AAG AAC ATC GAT TTT CCA TGG CAG 

wszystkie 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 
RAYF10-r2 TGG CAC AAC TAT TGT CAA TTG 

RAY F/10 

RAYM5-f1 TCA AGG CAT AAG AGA TTC CAC 
RAYM5-f2 CCT CAT TCA TCG ACG TTG CAC 
RAYM5-r1 TGT AGT TTT TCG GCC TAT TCG 
RAYM5-r2 AGT GGA ATC TCT TAT GCC TTG 

RAY M/5 

 

 

Reakcje przeprowadzono w termocyklerze Mastercycler Gradient firmy 

Eppendorf zaprogramowanym następująco: 30 cykli 96ºC/20 s, 50ºC/45 s, 60ºC/4 min. 

Otrzymane produkty były oczyszczane poprzez koprecytypitację  

z glikogenem. W tym celu dodawano do mieszaniny poreakcyjnej roztwór stopujący 

(dwie objętości 3 M octanu sodu pH 4,8; dwie objętości 100 mM Na2EDTA pH 8,0; 

jedna objętość glikogenu o stężeniu 20 mg/ml). Następnie całość mieszano i dodawano 

30 µl 96% etanolu o temperaturze – 20º C. Po ponownym wymieszaniu całość 

wirowano przez 15 min, przy 15000 x g. w temp. 4º C. Po wirowaniu usuwano nadsącz 

i dodawano 125 µl 70% etanolu o temperaturze – 20º C oraz całość ponownie wirowano 

przez 5 min. (pozostałe parametry j.w.). Po wirowaniu odbierano nadsącz, a osad 

suszono. Następnie rozpuszczano go w 30 µl formamidu. 

Produkty reakcji rozdzielano i analizowano przy użyciu automatycznego 

sekwenatora DNA CEQ 8000 firmy Beckman–Coulter wg. metody LFR-a przy 

temperaturze kapilar wynoszącej 50º C i temperaturze denaturacji 90º C. Iniekcji próbek 

dokonywano przy napięciu 2 kV przez 15 s, a rozdział przy napięciu 4 kV przez  

110 minut. Analizy danych dokonywano w programie Genetic Analysis System .v. 8.0. 
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4.2.6. Hybrydyzacja DNA typu dot blot 

 

Znakowanie sond 

 

Plazmidowe DNA wybranych klonów wykorzystano jako matrycę do syntezy 

sond znakowanych digoksygeniną. Skład mieszaniny reakcyjnej przedstawia tabela 9.  

 

Tabela 9. Skład mieszaniny do znakowania sond digoksygeniną. 
 

Składnik 
[stężenie] 

Objętość 
[µl]  

Stężenie końcowe 
lub ilość na reakcję 

Long PCR Buffer with  MgCl2 (Fermentas) 
[10 x] 

2,5 1 x 

dNTP (Fermentas) 
[10 mM] 

0,5 0,2 mM 

DIG-11-dUTP (Roche) 
[1 mM] 

1,7 70 µM 

pJET1.2-f 
[10 µM] 

2,5 1 µM 

pJET1.2-r 
[10 µM] 

2,5 1 µM 

pDNA 
[0,5 ng/µl] 

3 1,5 ng 

Long PCR Enzyme Mix (Fermentas) 
[0,1 x] 

1,25 0,005 x 

H2O 11,5 - 
Całość 25 - 

 

Reakcje prowadzono w termocyklerze Mastercycler Gradient firmy Eppendorf 

zaprogramowanym następująco: 1) wstępna denaturacja 94ºC/2 min.; 2) 10 cykli 

złożonych z denaturacji 94ºC/20 s, przyłączania starterów 57ºC/30 s i elongacji  

68ºC/60 s; 3) 20 cykli złożonych z denaturacji 94ºC/20 s, przyłączania starterów 

57ºC/30 s i elongacji 68ºC/60 s z 10 s wydłużeniem tego etapu w każdym kolejnym 

cyklu; 4) końcowa elongacja 68ºC/10 min. 
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Przygotowanie błony 

 

Próbki DNA były denaturowane w łaźni wodnej o temperaturze 95º C przez  

10 min., a potem umieszczane na lodzie. Następnie nanoszono je na membranie 

nylonową. DNA utrwalano na membranie naświetlając ją promieniami UV. 

 

Hybrydyzacja i detekcja sygnału 

 

Błonę inkubowano w buforze hybrydyzacyjnym (5 x SSC, 1% sarkozyl, 0,02 

SDS, 1% czynnik blokujący) w piecu do hybrydyzacji o temperaturze 65º C przez około 

20 min. Po upływie tego czasu bufor ten zastępowano buforem hybrydyzacyjnym  

z dodatkiem sondy, która po dodaniu do tego buforu była denaturowana w łaźni wodnej 

o temperaturze 90º C przez 10 min. Inkubację błony z sondą prowadzono przez noc 

przy 65º C. Następnie membranę płukano dwukrotnie dla usunięcia niezwiązanej sondy 

w buforze 2 x wash (2 x SSC, 1% SDS) przez 5 min. w temperaturze pokojowej. 

Kolejne dwa płukania przeprowadzano w buforze 0,5 x wash (0,5 x SSC, 1% SDS) 

przez 15 min. w 65º C. Potem błonę płukano dwa razy po 3 min. w buforze 1 (100 mM 

kwas maleinowy, 150 mM NaCl, pH 7,5) + Tween 20 w temperaturze pokojowej,  

a następnie 30 min. w buforze 2 (bufor 1 zawierający 1% czynnik blokujący). Po 

upływie tego czasu zastępowano go buforem 2, w którym rozcieńczono przeciwciało 

anty-DIG-alkaliczna fosfataza (75 mU/ml) (Roche) i inkubowano w nim błonę przez 

klolejne 30 min. Później membranę ponownie dwukrotnie płukano w buforze 1 + 

Tween 20 przez 15 min. Następnie błonę przenoszono na 3 min. do kuwety z buforem 3 

(100 mM Tris-HCl, pH 9,5, 100 mM NaCl). Potem membranę pokrywano CSPD 

(Roche) rozcieńczonym w buforze 3 (1:100), zgrzewano w folii i umieszczano w 37º C 

na 10 min. Poczym błonę kładziono na kliszy RTG i zamykano w kasecie. Następnie 

kliszę wywoływano. 

 

Zmywanie sondy i rehybrydyzacja 

 

W celu rehybrydyzacji błony, płukano ją przez 1 min. w sterylnej wodzie, 

następnie trzykrotnie przez 15 min. w buforze do zmywania sondy (0,2 M NaOH, 0,1% 

SDS) w 37º C, a potem dwukrotnie przez 2 min. w 2 x SSC w 37º C. Po odpłukaniu 

sondy przechodzono do standardowej procedury hybrydyzacji. 
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4.2.7. Konstrukcja drzewa filogenetycznego sekwencji 
RAYSI 

 

Do konstrukcji drzewa filogenetycznego wykorzystano sekwencje klonów 

RAY_F10 i RAY_M5 zawierających sekwencje RAYSI pochodzącą odpowiednio od 

rośliny żeńskiej nr 1 i męskiej nr 1 R. acetosa z populacji rosnącej na wałach Rudawy 

(Kraków) oraz sekwencje pozyskane z bazy sekwencji nukleotydowych Genbank (tab. 

10). 

 

Tabela 10. Wykaz sekwencji pobranych z bazy Genbank. 
 

Nazwa 
klonu 

Gatunek Pochodzenie Nr dostępu 
Genbank 

Literatura 

RAYSI8 R. acetosa Japonia AB020591 
Shibata i in.  

1999 

RAYSI19 R. acetosa Japonia AB020601 
Shibata i in.  

1999 

RAYSI-14 R. acetosa Hiszpania AJ634562 
Navajas-Perez i in. 

2005a 

RAYSI-21 R. acetosa Hiszpania AJ634558 
Navajas-Perez i in. 

2005a 

RAYSI-25 R. acetosa Hiszpania AJ639930 
Navajas-Perez i in. 

2006 

RAYSI-62 R. acetosa Hiszpania AJ639939 
Navajas-Perez i in. 

2006 

PAP-35 R. papillaris Hiszpania AJ580496 
Navajas-Perez i in. 

2005a 

PAP-212 R. papillaris Hiszpania AM055601 
Navajas-Perez i in. 

2006 

INT-3 R. intermedius  Maroko AM051247 
Navajas-Perez i in. 

2006 

INT-7 R. intermedius  Maroko AM051254 
Navajas-Perez i in. 

2006 

INT-29 R. intermedius  Maroko AM051249 
Navajas-Perez i in. 

2006 

INT-42 R. intermedius  Maroko AM051238 
Navajas-Perez i in. 

2006 
 

Do zestawienia sekwencji użyto program ClustalW (Thomson et al. 1994). 

Fragment zestawienia sekwencji o długości 962 pz, który pozostał po odrzuceniu 

fragmentów sekwencji nie nakładających się ze względu na zastosowanie różnych 

starterów do amplifikacji sekwencji RAYSI, wykorzystano do analiz filogenetycznych 
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przy użyciu programu Mega 5 (Tamura i in. 2007). Nieukorzenione drzewo 

filogenetyczne otrzymano metodą łączenia sąsiadów (ang. Neighbor Joining), do 

obliczenia dystansu genetycznego zastosowano złożony model największej 

wiarygodności (ang. Maximum Composite Likelihood). Przeprowadzono test 

samopróbkowania (ang. bootstrap) z 1000 replikacji. 

 

4.2.8. Metody użyte do poszukiwania markerów 
sprzężonych z płcią u R. acetosella 

 

4.2.8.1. RAPD 

 

Skład mieszaniny reakcyjnej do RAPD (ang. Random Amplified Polymorphic 

DNA) przedstawia tabela 11, a listę użytych starterów tabela 12. Reakcję 

przeprowadzono w termocyklerze Eppendorf Mastercycler zaprogramowanym 

następująco: 1) wstępna denaturacja 94°C/1min.; 2) 39 cykli złożonych z denaturacji 

93°C/30 s., przyłączania starterów 34°C/1 min., elongacji 68°C/2,5 min.; 3) końcowa 

elongacja 68°C/5 min. Produkty reakcji rozdzielano w 1% żelu agarozowym  

z dodatkiem bromku etydyny w buforze TBE przez 2 h przy natężeniu pola 3,5 V/cm. 

 

Tabela 11. Skład mieszaniny reakcyjnej do RAPD. 
 

Składnik 
[stężenie początkowe] 

Objętość 
[µl] 

Stężenie końcowe  
lub ilość na reakcję 

Bufor PCR z KCl (Fermentas) 
[10x] 

1 1x 

MgCl2 

[25 mM] 
0,8 2 mM 

dNTP (Fermentas) 
[10 mM] 

0,25 0,25 mM 

Polimeraza Taq (Fermentas) 
[5 U/µl] 

0,1 0,5 U 

Starter  
[10 µM] 

1 1 µM 

DNA 
[~10 ng/µl] 

1 ~10 ng 

H2O 5,85 - 
Całość 10 - 
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Tabela 12. Lista starterów RAPD. 
 

Nazwa Sekwencja (3’-5’) 
RAPD11 GCAAGTAGCT 
RAPD21 TGGCTCAAAG 
RAPD31 CAGTGTGTGG 
RAPD41 GTGTCAGGCA 
RAPD51 ATACCATCCC 
RAPD61* GATCCCCTGA 
RAPD71 GATAACCGCA 
RAPD81 ATCCGCGTTC 
RAPD91 CCAGTGGTTC 
RAPD101 TGACGATGCA 
RAPD111 ACGGCATATG 
RAPD121 TAACCATCCC 
RAPD131 ATGTCCGCAC 
RAPD141 GTGTGGATGG 
RAPD151* GTCGTTACGA 
OPA-042 AATCGGGCTG 
OPA-172 GACCGCTTGT 
OPB-072 GGTGACGCAG 
OPC-012 TTCGAGCCAG 
OPC-102 TGTCTGGGTG 

OPD-122* CACCGTATCC 
OPD-172* TTTCCCACGG 
OPD-172* TTTCCCACGG 
OPE-052* TCAGGGAGGT 
OPG-202* TCTCCCTCAG 
OPH-142* ACCAGGTTGG 
OPI-032* CAGAAGCCCA 

1 - Sakamoto i in. 1995 
2 – startery firmy Operon  
* - startery nie użyte do dalszych analiz 

 

4.2.8.2. ISSR 

 

Skład mieszaniny reakcyjnej do ISSR (ang. Inter-Simple Sequence Repeat) 

przedstawia tabela 13, a listę użytych starterów tabela 14. Reakcję przeprowadzono  

w termocyklerze Eppendorf Mastercycler zaprogramowanym następująco: 1) wstępna 

denaturacja 95°C/5min.; 2) 40 cykli złożonych z denaturacji 94°C/35 s., przyłączania 

starterów 46°C/40 s, elongacji 72°C/35 s; 3) końcowa elongacja 72°C/7 min. Produkty 

reakcji rozdzielano w 1% żelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny w buforze TBE 

przez 2 h przy natężeniu pola 3,5 V/cm. 
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Tabela 13. Skład mieszaniny reakcyjnej do standardowej ISSR. 
 

Składnik 
[stężenie początkowe] 

Objętość 
[µl] 

Stężenie końcowe  
lub ilość na reakcję 

Bufor PCR z KCl (Fermentas) 
[10x] 

1,4 1x 

MgCl2 

[25 mM] 
1 1,8 mM 

dNTP (Fermentas) 
[10 mM] 

0,5 0,35 mM 

Polimeraza Taq (Fermentas) 
[5 U/µl] 

0,2 1 U 

Starter  
[10 µM] 

2 1,4 µM 

DNA 
[~50 ng/µl] 

1 ~50 ng 

H2O 7,9 - 
Całość 14 - 

 

 

Tabela 14. Lista starterów ISSR. 
 

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

5.1. R. acetosa 
 

5.1.1. Test specyficzności starterów PCR 
wykorzystywanych do określania płci 
 

W celu sprawdzenia specyficzności par starterów RAY-f i RAY-r oraz 

UGR08-f i UGR08-r względem chromosomów Y R. acetosa przeprowadzono PCR  

z wykorzystaniem DNA izolowanego z roślin męskich i żeńskich z dwóch populacji, 

których płeć ustalono na podstawie kwiatów. W przypadku populacji z wałów Rudawy 

przeanalizowano po 10 roślin żeńskich i 10 męskich. W wyniku PCR ze starterami 

RAY-f i RAY-r dla wszystkich roślin męskich otrzymano produkt o wielkości około 

900 pz. Obecność produktu o podobnej wielkości jednak o znacznie mniejszej 

intensywności świecenia stwierdzono także u niektórych roślin żeńskich (ryc. 2a).  

W przypadku starterów UGR08-f i UGR08-r otrzymano produkt o wielkości około  

700 pz wyłącznie u roślin męskich (ryc. 2b). Dla potwierdzenia dobrej jakości 

matrycowego DNA przeprowadzono PCR ze starterami R730-A i R730-B (Navajas-

Peréz i in. 2005a) zakotwiczonymi w autosomalnej sekwencji repetytywnej RAE730 

(Shibata i in. 2000a). W wyniku tej reakcji dla wszystkich analizowanych roślin 

otrzymano produkt PCR (ryc. 2c).  

Analizie poddano również 17 roślin męskich pochodzących z populacji 

pochodzącej z Uszczyna. W wyniku PCR ze starterami RAY-f i RAY-r u wszystkich 

tych roślin otrzymano produkt o wielkości około 900 pz (ryc. 3a), a przy użyciu 

starterów UGR08-f i UGR08-r – około 700 pz (ryc. 3b). Otrzymano także produkty dla 

starterów R730-A i R730-B świadczące o dobrej jakości matrycowego DNA.  
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Ryc. 2. Produkty PCR otrzymane dla roślin żeńskich i męskich R. acetosa 
pochodzących z populacji z wałów Rudawy; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery 
UGR08-f i UGR08-r, c) startery R730-A i R730-B; M – wzorzec wielkości fragmentów 
DNA. 

 

 

 

Ryc. 3. Produkty PCR otrzymane dla roślin męskich R. acetosa pochodzących  
z populacji Uszczyn 2010; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f i UGR08-r;  
M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 
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Obecność produktu starterów RAY-f i RAY-r o podobnej wielkości do 

produktu diagnostycznego u niektórych roślin żeńskich wymagało wyjaśnienia, czy 

powielona w tym przypadku sekwencja odpowiada sekwencji diagnostycznej RAYSI 

czy też nie. W tym celu prążki pochodzące z rośliny żeńskiej i męskiej poddano 

klonowaniu, a następnie sekwencjonowaniu. Rycina 4 przedstawia sekwencję jednego  

z klonów (RAY_F10) uzyskanych przez sklonowanie produktu starterów RAY-f  

i RAY-r na matrycy DNA rośliny żeńskiej nr 1 R. acetosa pochodzącej z populacji  

z wałów Rudawy (Kraków). Sekwencja ta ma długość 924 pz i jest AT bogata – 

zawiera 68 % par AT. Sekwencja sklonowanego produktu tych starterów otrzymana  

u rośliny męskiej pochodzącej z tego stanowiska (klon RAY_M5) (ryc. 5) miała 

długość 887 pz. Sekwencja pochodząca z rośliny męskiej była także AT bogata, choć 

nie w tym stopniu jak sekwencja RAY_F10 – zawierała 65 % par AT.  

Wykonano zestawienie sekwencji klonów RAY_F10 i RAY_M5. Do tego celu 

użyto programu MultAlin ver. 5.4.1 (Corpet 1988) (ryc. 6). Stwierdzono, że porównane 

sekwencje różniły się 38 mutacjami punktowymi oraz dwoma większymi indelami. 

Jeden z nich miał długość 33, a drugi 6 nukleotydów.  

W celu ustalenia związku pomiędzy sklonowanymi fragmentami  

a sekwencjami podobnego typu u Rumex obecnymi w banku genów, przeprowadzono 

analizę filogenetyczną tych sekwencji metodą łączenia sąsiadów (ang. neighbour 

joining). Otrzymano nieukorzenione drzewo filogenetyczne przedstawiające 

pokrewieństwo pomiędzy sekwencjami RAYSI R. acetosa pochodzącymi z populacji 

polskiej, japońskiej i hiszpańskiej, R. papillaris z populacji hiszpańskiej oraz  

R. intermedius z populacji pochodzącej z Maroka. Do konstrukcji drzewa wykorzystano 

sekwencje klonów RAY_F10 i RAY_5 oraz sekwencje pobrane z bazy sekwencji 

nukleotydowych Genbank: dwóch klonów RAYSI8 i RAYSI19 zawierających 

sekwencję RAYSI męskich roślin R. acetosa z populacji japońskiej (Shibata i in. 1999) 

oraz klony RAYSI-14 i RAYSI-21 z wariantem sekwencji RAYSI (RAYSI-J) 

pochodzącym od R. acetosa z populacji hiszpańskiej, RAYSI-25 i RAYSI-52 – 

posiadające inny wariant tej sekwencji (RAYSI-S) z tej samej populacji, PAP-35 i PAP-

212 – zawierających RAYSI męskich roślin R. papillaris z Hiszpanii, INT-3, INT-7, 

INT-29 i INT-42 – sekwencje klonów zawierających RAYSI męskich roślin  

R. intermedius  z populacji pochodzącej z Maroka (Navajas-Peréz i in. 2005a, 2006) 

(ryc. 7).  
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Na podstawie przedstawionego drzewa można wyróżnić trzy rodziny RAYSI. 

Do pierwszej z nich należą sekwencje klonów RAY_F10 i RAY_5 tworzące jedną 

grupę monofiletyczną oraz siostrzany do niej klad zawierający klony klony RAYSI8  

i RAYSI19 pochodzące z japońskiej populacji R. acetosa. Odrębną grupę stanowią 

klony RAYSI-14, RAYSI-21 R. acetosa z Hiszpanii oraz PAP-35 i PAP-212  

R. papillaris z Hiszpanii, a do kolejnej grupy należą RAYSI-25 i RAYSI-62  

R. acetosa z Hiszpanii oraz INT-3, INT-7, INT-29 i INT-42 R. intermedius z Maroka.  

 

 

Ryc. 4. Sekwencja sklonowanego produktu starterów RAY-f/RAY-r (RAY_F10) 
powstałego na matrycowym DNA rośliny żeńskiej nr 1 R. acetosa pochodzącej  
z populacji z wałów Rudawy (Kraków). 
 

 

Ryc. 5. Sekwencja sklonowanego produktu starterów RAY-f/RAY-r (RAY_M5) 
powstałego na matrycowym DNA rośliny męskiej nr 1 R. acetosa pochodzącej  
z populacji z wałów Rudawy (Kraków). 
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Ryc. 6. Zestawienie sekwencji klonów RAY_F10 i RAY_M5.
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Ryc. 7. Nieukorzenione drzewo filogenetyczne otrzymano metodą łączenia sąsiadów 
przedstawiające powiązania pomiędzy sekwencjami RAYSI. RAY_F10 i RAY_M5 - 
sekwencje klonów zawierających RAYSI pochodzącą odpowiednio od rośliny żeńskiej 
nr 1 i męskiej nr 1 R. acetosa z populacji rosnącej na wałach Rudawy (Kraków), 
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RAYSI8 i RAYSI19 – sekwencje klonów zawierających sekwencję RAYSI męskich 
roślin R. acetosa z populacji japońskiej (Shibata i in. 1999), RAYSI-14, RAYSI-21, 
RAYSI-25 i RAYSI-62 - sekwencje klonów zawierających RAYSI męskich roślin  
R. acetosa z populacji hiszpańskiej, PAP-35 i PAP-212 - sekwencje klonów 
zawierających RAYSI męskich roślin R. papillaris z populacji hiszpańskiej, INT-3, INT-
7, INT-29 i INT-42 – sekwencje klonów zawierających RAYSI męskich roślin  
R. intermedius z populacji pochodzącej z Maroka (Navajas-Peréz i in. 2005a, 2006). 
Liczby przy węzłach oznaczają wynik testu samopróbkowania (1000 replikacji). 
Długość gałęzi odpowiada dystansowi genetycznemu. 

 

5.1.2. Analiza proporcji płci nasion 

 

Po potwierdzeniu przydatności starterów RAY-f i RAY-r oraz UGR08-f  

i UGR08-r do określania płci roślin R. acetosa wykorzystano je do zbadania proporcji 

płci nasion tego gatunku. Analizowano nasiona zebrane z dwóch znacznie od siebie 

oddalonych populacji, pochodzących z Karwi (wybrzeże Bałtyku) i Dobranowic 

(okolice Wieliczki). Za męskie uznano nasiona, u których wykazano obecność produktu 

900 pz dla starterów RAY-f i RAY-r oraz produktu 700 pz dla starterów UGR08-f  

i UGR08-r. Jako żeńskie traktowano nasiona, u których nie uzyskano zgodnego 

występowania wyżej wymienionych produktów oraz uzyskano produkt dla starterów 

R730-A i R730-B, potwierdzający, że brak produktów diagnostycznych nie jest 

wynikiem złej jakości matrycowego DNA. 

Zbadano 100 nasion pochodzących z populacji w Karwi. U każdego z nich 

otrzymano produkt dla starterów R730-A i R730-B dowodzący, że DNA matrycowe 

było dobrej jakości. Markery RAY i UGR08 dały wyniki umożliwiające określenie płci 

wszystkich analizowanych nasion. Na ich podstawie 63 nasiona uznano za żeńskie,  

a 37 za męskie. W badanej próbie nasiona żeńskie stanowiły 63%, a proporcja płci 

męskiej do żeńskiej wyniosła 1:1,70 i istotnie statystycznie różniła się od proporcji 1:1 

(tab. 15). 
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Ryc. 8. Produkty PCR otrzymane dla nasion 1-25 R. acetosa pochodzących z populacji 
Karwia; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f i UGR08-r; m – nasiona 
uznane za męskie; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 

 
 

  
Ryc. 9. Produkty PCR otrzymane dla nasion 26-50 R. acetosa pochodzących z populacji 
Karwia; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f i UGR08-r; m – nasiona 
uznane za męskie; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 

 
 

 
 
Ryc. 10. Produkty PCR otrzymane dla nasion 51-75 R. acetosa pochodzących  
z populacji Karwia; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f i UGR08-r;  
m – nasiona uznane za męskie; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 
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Ryc. 11. Produkty PCR otrzymane dla nasion 76-100 R. acetosa pochodzących  
z populacji Karwia; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f i UGR08-r;  
m – nasiona uznane za męskie; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 

 

Drugą populacją R. acetosa, u której analizowano proporcje płci nasion była 

populacja pochodząca z Dobranowic. W przypadku tej populacji również przetestowano 

100 nasion, dla których otrzymano produkty starterów R730-A i R730-B 

potwierdzające dobrą jakość matrycowego DNA. W jednym przypadku PCR ze 

starterami RAY-f i RAY-r oraz UGR08-f i UGR08-r dał wynik niejednoznaczny. Dla 

nasienia nr 79 przy użyciu markera RAY otrzymano produkt 900 pz, a w przypadku 

markera UGR08 brak było produktu diagnostycznego (ryc. 15). Ze względu na 

obecność intensywnego produktu RAY-f/RAY-r nasiono to uznano za męskie. Ogółem 

za żeńskie uznano 65 nasion, a za męskie – 35 (ryc. 12 – 15). Proporcja nasion męskich 

do żeńskich wyniosła 1:1,86 i statystycznie istotnie odbiegała od równowagi (tab. 15). 

 

 

Ryc. 12. Produkty PCR otrzymane dla nasion 1-25 R. acetosa pochodzących z populacji 
Dobranowice; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f i UGR08-r; m – nasiona 
uznane za męskie; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 
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Ryc. 13. Produkty PCR otrzymane dla nasion 26-50 R. acetosa pochodzących  
z populacji Dobranowice; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f i UGR08-r; 
m – nasiona uznane za męskie; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 
 

 

 

Ryc. 14. Produkty PCR otrzymane dla nasion 51-75 R. acetosa pochodzących  
z populacji Dobranowice; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f i UGR08-r; 
m – nasiona uznane za męskie; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 
 

 

Ryc. 15. Produkty PCR otrzymane dla nasion 76-100 R. acetosa pochodzących  
z populacji Dobranowice; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f i UGR08-r; 
m – nasiona uznane za męskie; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 
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Dwie populacje, z których zebrano nasiona do analiz były od siebie znacznie 

oddalone pod względem geograficznym, pochodziły z północy i południa Polski, mimo 

to w obydwu zdiagnozowano istotne statystycznie odchylenie proporcji płci na korzyść 

nasion żeńskich. Proporcja nasion żeńskich do męskich obliczona dla wszystkich 

badanych nasion R. acetosa wyniosła 1:1,78 i istotnie statystycznie różniła się od 

spodziewanej proporcji 1:1 przy poziomie istotności poniżej 0,001. 

 

Tabela 15. Proporcje płci nasion R. acetosa i R. thyrsiflorus. 

Gatunek Populacja N F M χ
2 FF M:F 

R. acetosa 

Dobranowice (Polska pd.) 

Karwia (Polska pn.)  

razem: 

100 

100 

200 

66 

63 

129 

34 

37 

71 

10.24**  

6.76**  

16.82***  

0.66 

0.63 

0.64 

1:1.94 

1:1.70 

1:1.82 

R. thyrsiflorus 

Rudawa (Polska pd.) 

Przeginia (Polska pd.) 

razem: 

100 

100 

200 

60 

59 

119 

40 

41 

81 

4.00*  

3.24ns 

7.22**  

0.60 

0.59 

0.59 

1:1.50 

1:1.44 

1:1.47 

N – liczba analizowanych nasion, F – liczba nasion żeńskich, M – liczba nasion 
męskich, χ2 –wynik testu Chi-kwadrat (* P<0,05; ** P<0,02; *** P<0,01; **** 
P<0,001; ns nieistotny statystycznie), FF – proporcja nasion żeńskich wyrażona jako 
stosunek nasion żeńskich do wszystkich (wg. Korpelainen 2002), M:F – proporcja płci 
wyrażona jako 1:F/M (wg. Rychlewski and Zarzycki 1975). 

 

 

5.2. R. thyrsiflorus 

 

5.2.1. Test specyficzności starterów PCR 

 

Podobnie jak w przypadku R. acetosa analizę rozpoczęto od testowania 

starterów RAY-f i RAY-r oraz UGR08-f i UGR08-r z użyciem DNA izolowanego  

z roślin. Rośliny pochodziły z trzech różnych populacji, a ich płeć określono na 

podstawie kwiatów.  

Wśród 10 żeńskich i 10 męskich roślin R. thyrsiflorus pochodzących z wałów 

Rudawy dla markera RAY otrzymano wyraźny produkt PCR o wielkości około 900 pz 

Produkt o podobnej wielkości, lecz znacznie mniejszej intensywności był także 

widoczny u jednej z roślin żeńskich (ryc. 16a). Wynik ten był podobny do uzyskanego  



 55 

u R. acetosa. W przypadku markera UGR08 zaobserwowano jednak wyraźną różnicę 

między porównywanymi gatunkami. U roślin męskich R. acetosa występował 

pojedynczy produkt o wielkości około 700 pz (ryc. 1b, 2b), podczas gdy u roślin 

męskich R. thyrsiflorus obecny był dodatkowy prążek, którego wielkość oszacowano na 

około 600 pz Produkty te nigdy nie były obserwowane u roślin żeńskich (ryc. 16b). Jako 

kontroli jakości matrycowego DNA ponownie użyto starterów R730-A i R730-B i dla 

wszystkich roślin uzyskano produkt PCR (ryc. 16c). 

 

 

Ryc. 16. Produkty PCR otrzymane dla roślin żeńskich i męskich. R. thyrsiflorus 
pochodzących z populacji na wałach Rudawy; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery 
UGR08-f i UGR08-r, c) startery R730-A i R730-B; M – wzorzec wielkości fragmentów 
DNA. 

 

W celu sprawdzenia, czy zaobserwowany u męskich okazów R. thyrsiflorus 

dodatkowy prążek jest swoisty dla przebadanej populacji, czy też stanowi cechę 

gatunkową, analizą objęto rośliny z dwóch innych populacji R. thyrsiflorus. 

Przeanalizowano pod tym kątem 8 roślin żeńskich i 17 męskich z Tyńca oraz 5 żeńskich 

i 12 męskich ze Skały Kmity. Dla wszystkich analizowanych próbek uzyskano takie 

same wyniki jak u roślin R. thyrsiflorus z populacji rosnącej na wałach Rudawy 

(Kraków) (ryc.17, 18). PCR ze starterami R730-A i R730-B potwierdził dobrą jakość 

matrycowego DNA.  
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Ryc. 17. Produkty PCR otrzymane dla roślin żeńskich i męskich. R. thyrsiflorus 
pochodzących z populacji z Tyńca; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f  
i UGR08-r; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 
 

 

Ryc. 18. Produkty PCR otrzymane dla roślin żeńskich i męskich. R. thyrsiflorus 
pochodzących z populacji ze Skały Kmity; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery 
UGR08-f i UGR08-r; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 

 

W związku z obecnością dodatkowego produktu starterów UGR08-f  

i UGR08-r o wielkości 600 pz, który nie występował u R. acetosa, obydwa produkty 

tych starterów u R. thyrsiflorus sklonowano. Przy pomocy PCR kolonijnego 

sprawdzono czy klony zawierają właściwe inserty. W przypadku produktu 700 pz 16 na 

20 testowanych klonów zawierało oczekiwany insert, podczas gdy dla produktu 600 pz 
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było to 18 na 20 klonów. Do dalszych analiz wybrano po jednym klonie każdego z tych 

produktów. Następnie na bazie plazmidowego DNA tych klonów zsyntetyzowano 

sondy wyznakowane digoksygeniną, które wykorzystano do hybrydyzacji typu dot blot  

z całkowitym DNA męskich i żeńskich roślin R. acetosa oraz R. thyrsiflorus w celu 

sprawdzenia czy produkt 600 pz zawiera sekwencję charakterystyczną dla roślin 

męskich R. thyrsiflorus. W wyniku hybrydyzacji z sondą dla produktu o długości  

700 pz, pochodzącego z R. thyrsiflorus, zaobserwowano sygnał dla roślin męskich oraz 

brak sygnału dla roślin żeńskich obu gatunków (ryc. 19a). Przeprowadzono również 

hybrydyzację tej samej błony z sondą dla produktu 600 pz, który zaobserwowano tylko 

u R. thyrsiflorus (ryc. 19b). Otrzymany rezultat był taki sam jak w przypadku 

poprzedniej sondy, co świadczyć może o tym, że produkt 600 pz nie zawiera sekwencji 

występującej jedynie u męskich okazów R. thyrsiflorus (a więc gatunkowo-

specyficznej).  

 

 

Ryc. 19. Hybrydyzacja typu dot blot z całkowitym DNA roślin R. acetosa  
i R. thyrsiflorus a) z sondą dla produktu starterów UGR08-f/UGR08-r o wielkości  
700 pz pochodzącego z R. thyrsiflorus, b) sondą dla produktu starterów  
UGR08-f/UGR08-r o wielkości 600 pz pochodzącego z R. thyrsiflorus; f – rośliny 
żeńskie, m – rośliny męskie 

 

5.2.2. Analiza proporcji płci nasion 

 

Kolejnym etapem badań było ustalenie proporcji płci nasion R. thyrsiflorus  

w populacjach naturalnych. Analizowano po 100 nasion pochodzących z dwóch 

populacji w Przegini i Rudawie. Dla każdego z nich uzyskano produkt R730-A/R730-B 

potwierdzający dobrą jakość matrycowego DNA. Jeżeli uzyskano produkt 900 pz dla 

markera RAY i dwa produkty o wielkości 600 i 700 pz dla markera UGR08 to nasiono 

uznawano za męskie, w przypadku ich braku, za żeńskie. 
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Z pośród 100 przeanalizowanych nasion pochodzących z populacji w Przegini 

60 uznano za żeńskie a 40 za męskie. We wszystkich przypadkach otrzymano zgodne 

wyniki dla markerów RAY i UGR08 (ryc. 20-23). Proporcja nasion żeńskich do 

męskich w badanej próbie wyniosła 1:1,50 i istotnie statystycznie różniła się od 1:1. 

(tab. 15). 

 

 

Ryc. 20. Produkty PCR otrzymane dla nasion 1-25 R. thyrsiflorus pochodzących  
z populacji w Przegini; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f i UGR08-r;  
m – nasiona uznane za męskie; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 
 
 

 
Ryc. 21. Produkty PCR otrzymane dla nasion 26-50 R. thyrsiflorus pochodzących  
z populacji w Przegini; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f i UGR08-r;  
m – nasiona uznane za męskie; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 
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Ryc. 22. Produkty PCR otrzymane dla nasion 51-75 R. thyrsiflorus pochodzących  
z populacji w Przegini; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f i UGR08-r;  
m – nasiona uznane za męskie; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 
 
 

 
Ryc. 23. Produkty PCR otrzymane dla nasion 76-100 R. thyrsiflorus pochodzących  
z populacji w Przegini; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f i UGR08-r;  
m – nasiona uznane za męskie; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 

 

Przebadano również 100 nasion zebranych z populacji w Rudawie. We 

wszystkich przypadkach wyniki otrzymane przy użyciu starterów RAY-f i RAY-r oraz 

UGR08-f i UGR08-r były zgodne (ryc. 24-27). W analizowanej próbie stwierdzono 

obecność 58 nasion żeńskich i 42 męskich. Stosunek nasion męskich do żeńskich 

wyniósł 1:1,38 i nie odbiegał istotnie od równowagi (tab. 15). 
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Ryc. 24. Produkty PCR otrzymane dla nasion 1-25 R. thyrsiflorus pochodzących  
z populacji w Rudawie; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f i UGR08-r;  
m – nasiona uznane za męskie; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 

 
 

 
 
Ryc. 25. Produkty PCR otrzymane dla nasion 26-50 R. thyrsiflorus pochodzących  
z populacji w Rudawie; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f i UGR08-r;  
m – nasiona uznane za męskie; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 
 
 

 
 
Ryc. 26. Produkty PCR otrzymane dla nasion 51-75 R. thyrsiflorus pochodzących  
z populacji w Rudawie; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f i UGR08-r;  
m – nasiona uznane za męskie; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 
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Ryc. 27. Produkty PCR otrzymane dla nasion 76-100 R. thyrsiflorus pochodzących  
z populacji w Rudawie; a) startery RAY-f i RAY-r, b) startery UGR08-f i UGR08-r;  
m – nasiona uznane za męskie; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 

 

Zarówno u R. thyrsiflorus jak i u R. acetosa wykazano liczebną przewagę 

nasion żeńskich. W obydwu przeanalizowanych populacjach R. thyrsiflorus odchylenie 

od zrównoważonej proporcji płci było jednak znacznie mniejsze niż w populacjach  

R. acetosa. Łącznie dla nasion R. thyrsiflorus z dwóch populacji otrzymano proporcję 

płci 1:1,44, która istotnie statystycznie różniła się od 1:1 (P < 0,02), podczas gdy  

u R. acetosa wartość ta była wyższa i wyniosła 1:1,78 (P<0,001) (tab. 15). 

 

5.3. R. arifolius 

 

Przeanalizowano trzy nie kwitnące rośliny pochodzące z dwóch stanowisk: 

dwie, z okolic Strbskiego Plesa (Tatry), oraz jedną z Kopy Bukowskiej (Bieszczady). 

Płeć roślin ustalono przy pomocy starterów RAY-f i RAY-r. U rośliny uznanej za 

męską produkt amplifikacji miał wielkość około 900 pz, czyli taką samą jak  

w przypadku R. acetosa i R. thyrsiflorus. U jednej z roślin uznanych za żeńskie 

pochodzącej z okolic Strbskiego Plesa pojawił się produkt o zbliżonej wielkości, lecz o 

znacznie mniejszej intensywności, u drugiej przebadanej rośliny żeńskiej nie 

stwierdzono obecności żadnego produktu dla użytych starterów. Wyniki te są podobne 

do obserwacji dokonanych u dwóch wcześniej analizowanych gatunków Rumex, gdzie 

również u niektórych roślin żeńskich zauważono produkty o zbliżonej wielkości do 

produktu diagnostycznego, ale znacznie słabiej się amplifikujace u niektórych roślin 

żeńskich (ryc. 28a). Wyniki dla markera UGR08 były podobne do tych, które 
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otrzymano u R. acetosa. U rośliny męskiej R. arifolius wystąpił produkt o wielkości 

około 700 pz, brak było natomiast produktu około 600 pz, który obserwowano  

u R. thyrsiflorus. U roślin żeńskich brak było jakichkolwiek produktów (ryc. 28b). 

Reakcja kontrolna ze starterami R730-a i R730-b potwierdziła dobrą jakość 

matrycowego DNA analizowanych roślin (ryc. 28c). 

 

 

Ryc. 28. Produkty PCR otrzymane dla roślin R. arifolius; a) startery RAY-f i RAY-r,  
b) startery UGR08-f i UGR08-r, c) startery R730-A i R730-B; m – roślina męska  
z populacji z okolic Strbskiego Plesa (Tatry), f1 – roślina żeńska z populacji z okolic 
Strbskiego Plesa (Tatry), f2 – roślina żeńska z Kopy Bukowskiej (Bieszczady),  
M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 

 

5.4. Inne gatunki z rodzaju Rumex 

 
W celu sprawdzenia czy sekwencje RAYSI i RAYSII występują u słabiej 

spokrewnionych z R. acetosa gatunków Rumex, przeprowadzono PCR ze starterami 

RAY-f i RAY-r oraz UGR08-f i UGR08-r wykorzystując preparaty DNA 

wyizolowanego z 3 roślin męskich i 3 żeńskich R. hastatulus, 3 roślin męskich i 3 

żeńskich R. acetosella oraz 3 roślin R. crispus. U żadnej z wymienionych roślin nie 

otrzymano produktu diagnostycznego dla tych par starterów, świadczącego o obecności 

sekwencji RAYSI lub RAYSII u tych gatunków. 

 



 63 

5.5. Poszukiwanie markerów sprzężonych z płcią  
u R. acetosella 

 

5.5.1. RAPD 

 

Przetestowano 27 starterów RAPD (tab. 12) przeprowadzając reakcję  

z użyciem matrycowego DNA losowo wybranej rośliny męskiej R. acetosella. Do 

dalszych analiz wybrano startery dające wyraźne profile składające się z wielu prążków 

(tab. 12). Dla każdego z wybranych 18 starterów przeprowadzono RAPD wykorzystując 

matrycowe DNA pochodzące z 5 roślin żeńskich oraz 5 roślin męskich R. acetosella 

(ryc. 29) w celu zidentyfikowania prążków charakterystycznych dla roślin męskich. 

Poszczególne startery generowały od 7 do 20 prążków o wielkości wahającej się  

w granicach od 0,25 do 5 kb (tab. 16). Łącznie przeanalizowano 220 produktów RAPD. 

Mimo iż 181 z nich wykazało polimorfizm, żaden nie był charakterystyczny dla roślin 

męskich. 

 
 

 
Ryc. 29. Produkty otrzymane dla startera RAPD13 u roślin żeńskich i męskich  
R. acetosella; M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 
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Tabela 16. Liczba i wielkość produktów otrzymanych przy użyciu poszczególnych 
starterów RAPD. 
 

Nazwa 
startera 

Liczba 
prążków 

Liczba prążków 
polimorficznych 

Zakres wielkości 
produktów 

[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 
Łącznie 220 181 0,25 – 5,0 

 

 

5.5.2. ISSR 

 

Wykorzystano 6 starterów ISSR (tab. 14). Podobnie jak w przypadku RAPD 

dla każdego z nich przeprowadzono reakcję wykorzystując matrycowe DNA 

pochodzące z 5 roślin żeńskich oraz 5 roślin męskich R. acetosella. Dla poszczególnych 

starterów uzyskano od 3 do 10 produktów. Łącznie otrzymano 39 produktów  

o wielkości od 0,25 do 1,8 kb, wśród nich było 31 produktów polimorficznych (tab. 17). 

Nie stwierdzono obecności prążka występującego u wszystkich roślin męskich, który 

nie wystąpiłby u żadnej z roślin żeńskich, jednak w przypadku startera ISSR1 

zaobserwowano produkt o wielkości około 0,45 kb obecny u niektórych roślin męskich, 

a nie występujący u żadnej rośliny żeńskiej, dlatego starter ten przetestowano z większą 

ilością roślin. Produkt ten obecny był u 6 z 10 roślin męskich i u żadnej z 10 roślin 

żeńskich (ryc. 30). 
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Ryc. 30. Produkty otrzymane dla startera ISSR1 dla roślin żeńskich i męskich  
R. acetosella; strzałką zaznaczono produkt 0,45 pz, występujący wyłącznie u niektórych 
roślin męskich, M – wzorzec wielkości fragmentów DNA. 

 

Tabela 17. Liczba i wielkość produktów otrzymanych przy użyciu poszczególnych 
starterów ISSR. 
 

Nazwa 
startera 

Liczba 
prążków 

Liczba prążków 
polimorficznych 

Zakres wielkości produktów 
[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 

Łącznie 39 31 0,25 – 1,8 
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6. Dyskusja 

 

6.1. Markery płci 
 

6.1.1. R. acetosa 

 

W pierwszym etapie badań analizowano skuteczność określania płci roślin  

R. acetosa pochodzących z polskich populacji na podstawie użycia wybranych 

markerów SCAR. Do tego celu wybrano dwie pary starterów PCR: RAY-f i RAY-r 

(Korpelainen 2002) amplifikujące sekwencję repetytywną RAYSI znajdującą się na 

chromosomach Y1 i Y2 (Shibata i in. 1999) oraz UGR08-f i UGR08-r powielające inną 

sekwencję powtórkową RAYSII występującą wyłącznie na chromosomie Y1 (Mariotti  

i in. 2009). 

Dotychczasowe badania nie wykazały u Rumex obecności sekwencji RAYSI 

poza chromosomami Y (Navajas-Peréz i in. 2005a, 2006, Shibata i in. 1999). Również 

Korpelainen (2002), posługując się starterami RAY-f i RAY-r, zaprojektowanymi 

specjalnie do wykrywania tej sekwencji, obserwowała produkty amplifikacji (900 pz) 

wyłącznie u męskich okazów R. acetosa. Prezentowane wyniki, uzyskane przeze mnie  

z użyciem tych samych starterów, wykazały jednak wystąpienie produktu amplifikacji 

również u niektórych roślin żeńskich. Jego długość była zbliżona do obserwowanej  

u męskich okazów R. acetosa, jednak uzyskany sygnał był w każdym przypadku 

wyraźnie słabszy. Sekwencjonowanie tego produktu potwierdziło jego duże 

podobieństwo do RAYSI. Może to świadczyć o istnieniu w analizowanych populacjach 

dodatkowego locus tej sekwencji w jednej z par autosomów lub w chromosomie X,  

a mała intensywność prążka jest najprawdopodobniej skutkiem niewielkiej liczby 

powtórzeń sekwencji RAYSI w żeńskim genomie. Podobna sytuacja ma miejsce  

w przypadku sekwencji RAE180, która podobnie jak RAYSI należy do DNA 

satelitarnego i także występuje w dużych ilościach na chromosomach Y R. acetosa 

(Ruiz Rejón i in. 1994, Shibata i in. 2000a). Oprócz tych chromosomów zlokalizowano 

ją jednak także na autosomach i chromosomie X. Także i w tym przypadku liczba 

powtórzeń i ich lokalizacja różniły się w zależności od populacji. Shibata i in. (2000a) 
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w japońskiej populacji R. acetosa stwierdzili występowanie RAE180 na autosomach 1  

i 4 pary, natomiast Cunado i in. (2007) otrzymali sygnał hybrydyzacyjny dla RAE180 

tylko na jednej z par autosomów u roślin pochodzących z Hiszpanii. Na podstawie 

takich wyników można wnioskować o dużej międzypopulacyjnej zmienności związanej 

z występowaniem dodatkowych loci DNA satelitarnego, uznawanego za istotny 

składnik chromosomów Y u R. acetosa. Wydaje się, że podobne zróżnicowanie może 

dotyczyć również sekwencji RAYSI, uznawanej do tej pory za diagnostyczną dla 

chromosomów Y dwupiennych gatunków z grupy R. acetosa, posiadających system 

chromosomów płci XX/XY1Y2. Nie można wykluczyć, że w badanych polskich 

populacjach doszło do translokacji i powstania dodatkowego locus tej sekwencji poza 

chromosomami Y. Inne wytłumaczenie obecności produktu starterów RAY-f i RAY-r  

u badanych przeze mnie roślin żeńskich powiązać można z jego bardzo niską 

intensywnością. Być może powodzenie amplifikacji, ze względu na niewielką liczbę 

powtórek sekwencji docelowej poza męskimi chromosomami płci, zależy w znacznym 

stopniu od warunków przeprowadzenia reakcji PCR. Nieco inne warunki reakcji  

w doświadczeniu Korpelainen (2002) i ograniczona czułość technik hybrydyzacyjnych, 

stosowanych przez pozostałych badaczy, nie pozwoliła im na wykrycie sekwencji 

RAYSI u roślin żeńskich. Wpływ na to mogło mieć również używanie sondy 

zsyntetyzowanej na matrycy DNA roślin męskich. Badania nad roślinami z terenu 

Polski wykazały, że sekwencje pochodzące z roślin męskich i żeńskich wyraźnie się 

różnią (ryc. 6). Różnice takie (38 substytucji, dwa indele) mogą znacznie utrudnić 

przyłączanie sondy.  

Navajas-Peréz i in. (2005a, 2006) wykazali, że pomiędzy poszczególnymi 

powtórzeniami sekwencji RAYSI istnieje znaczne zróżnicowanie oraz, że u R. acetosa 

występują dwie podrodziny tej sekwencji: RAYSI-J i RAYSI-S. Zwykle w przypadku 

powtórzeń tandemowych dochodzi do ujednolicenia sekwencji poszczególnych kopii na 

skutek ewolucji zbieżnej (ang. concerted evolution), zgodnie z którą mutacje 

zachodzące w poszczególnych jednostkach rozprzestrzeniają się na pozostałe poprzez 

wielokrotne crossing over lub na drodze konwersji genów (Dover 1982). Sekwencja 

RAYSI znajduje się w nierekombinujących obszarach chromosomów Y, dlatego tempo 

homogenizacji jej podjednostek jest znacznie spowolnione w stosunku do podobnych 

tandemowych powtórzeń w rejonach podlegających rekombinacji (Navajas-Peréz i in. 

2005a). Trudno jednoznacznie rozstrzygnąć, czy opisane tutaj różnice pomiędzy 

klonami RAY_F10 i RAY_M5 są rzeczywiście związane z płcią, czy z polimorfizmem 
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podjednostek RAYSI, bowiem sekwencjonowaniu poddano jedynie po jednym klonie 

zawierającym tą sekwencję pochodzącą z rośliny męskiej i żeńskiej R. acetosa. 

Pierwsza ewentualność wydaje się bardziej prawdopodobna, ponieważ analiza żeli 

wskazuje, że uzyskane z użyciem starterów RAY-r i RAY-f prążki prążki z roślin 

żeńskich zawierają nieco dłuższe (wolniej migrujące w żelu) fragmenty DNA niż te 

uzyskane z roślin męskich. Różnica wielkości jest zauważalna zarówno w odniesieniu 

do analizowanych roślin jak i do nasion, bez względu na to, z jakiej populacji pochodzą 

(ryc. 2a, 8a-15a). Wyniki sekwencjonowania sugerują, że produkty otrzymane z roślin 

żeńskich powinny być, na skutek występowania dwóch indeli, o 37 pz dłuższe niż 

uzyskane z roślin męskich. Można więc przyjąć, że opisane zmiany są płciowo 

specyficzne, a zestawienie sekwencji otrzymanych klonów z najbliżej z nimi 

spokrewnionymi sekwencjami RAYSI pochodzącymi z populacji japońskiej R. acetosa 

(klony RAYSI8 i RAYSI19) (Shibata i in. 1999) (ryc. 7) dowodzi, że zmiany te u nich 

nie występują (ryc. 29). Dlatego prawdopodobnie najpierw doszło do powstania 

dodatkowego locus RAYSI poza chromosomami Y, ponieważ nie zawiera on tych 

delecji. Po jego powstaniu sekwencja RAYSI znajdująca się na chromosomach Y 

podlegała dalszym zmianom, o czym świadczy obecność dwóch delecji nie 

występujących w sekwencjach pochodzących z populacji japońskiej.  

Na podstawie sekwencji klonów RAY_F10 i RAY_M5 oraz pobranych z bazy 

Genbank sekwencji RAYSI R. acetosa z populacji japońskiej i hiszpańskiej a także tej 

samej sekwencji pochodzącej od innych gatunków z rodzaju Rumex: R. papillaris  

z populacji hiszpańskie i R. intermedius z Maroko (Navajas-Peréz i in. 2005a, 2006, 

Shibata i in. 1999) utworzono drzewo filogenetyczne. Wykazało ono bliskie 

pokrewieństwo obu uzyskanych z polskich roślin sekwencji RAYSI (RAY_F10  

i RAY_F5). Można to uznać za potwierdzenie tezy o powstaniu dodatkowego, 

podlegającego niezależnej ewolucji locus tej sekwencji poza chromosomami Y.  

Do wspólnego kladu z sekwencjami pochodzącymi z polskiej populacji  

R. acetosa należą też pochodzące z Japonii, lecz tworzą one osobną podgrupę. 

Połączenie w jeden klad sekwencji z tak odległych populacji potwierdza wniosek 

wyciągnięty przez Korpelainen (2007) na podstawie analizy zmienności sekwencji 

RAYSI w populacjach R. acetosa z 15 regionów w Europie oraz Gór Ałtaj (Rosja), 

mówiący, że zmienność tej sekwencji nie koreluje z pochodzeniem roślin. Osobną 

grupę tworzą sekwencje klonów RAYSI-14, RAYSI-21 R. acetosa z Hiszpanii oraz 

PAP-35 i PAP-212 R. papillaris z Hiszpanii, które zgodnie z klasyfikacją stworzoną 
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przez Navajas-Peréz i in. (2005a, 2006) zawierają wariant sekwencji RAYSI nazwany 

RAYSI-J. Ostatnia grupa zawiera trzy podrodziny sekwencji RAYSI wyróżnione przez 

Navajas-Peréz i in. (2005a, 2006): RAYSI-S pochodzącą z R. acetosa (klony RAYSI-25 

i RAYSI-62) oraz INT-A (klony INT-3 i INT-42) i INT-B (klony INT-7 i INT-29)  

z R. intermedius. Otrzymane drzewo odzwierciedla podział na te podrodziny, jednak 

sekwencje RAYSI pochodzące z populacji polskiej i japońskiej R. acetosa nie należą do 

żadnej z podrodzin wyróżnionych przez tych autorów, lecz tworzą osobny klad. 

Pomimo obecności słabego produktu PCR u roślin żeńskich, startery RAY-f  

i RAY-r (specyficzne dla sekwencji RAYSI) uznać można za przydatne do określania 

płci nasion R. acetosa. Wskazują na to wyniki z użyciem drugiej pary starterów, dającej 

męskospecyficzny produkt. Były to startery UGR08-f i UGR08-r (Mariotti i in. 2009) 

amplifikujące sekwencję RAYSII znajdującą się na chromosomie Y1. U wszystkich 

analizowanych roślin dały one wyniki zgodne ze starterami RAY-f i RAY-r, a tylko w 

przypadku jednego z badanych nasion rezultaty uzyskane przy pomocy tych markerów 

różniły się, ponieważ otrzymano produkt diagnostyczny świadczący o obecności 

sekwencji RAYSI, brak było natomiast produktu amplifikacji sekwencji RAYSII. Może to 

wynikać z mutacji związanej z brakiem chromosomu Y1 w analizowanym nasieniu. 

Zgodnie z systemem determinacji płci X:A nasienie pozbawione jednego  

z chromosomów Y uznać należy za męskie. Pomimo to przydatność starterów UGR08-f 

i UGR08-r do określania płci roślin u tego gatunku wydaje się większa niż markerów 

RAY-f i RAY-r, ponieważ generują one produkty (700 pz) wyłącznie na matrycy DNA 

roślin męskich. Dodatkowo potwierdzono autosomalną lokalizację sekwencji 

repetytywnej RAE730 (Shibata i in. 2000a), należącej do tej samej rodziny co RAYSI  

i RAYSII. Zaprojektowane dla tej sekwencji startery R730-A i R730-B (Navajas-Peréz  

i in. 2005a) mogą być u R. acetosa z powodzeniem stosowane w celu kontroli jakości 

matrycy DNA, ponieważ dają produkt zarówno u roślin żeńskich jak i męskich. 
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Ryc. 29. Zestawienie sekwencji klonów RAY_F10, RAY_M5, RAYSI8 i RAYSI19
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6.1.2. R. thyrsiflorus 

 

Te same dwie pary starterów, których użyto u R. acetosa, testowano również  

u R. thyrsiflorus, który jest blisko spokrewniony z wcześniej omawianym gatunkiem,  

a niekiedy jest nawet uważany za jego podgatunek (R. acetosa subsp. thyrsiflorus 

(Fingerh.) Hayek). Podobnie jak w przypadku R. acetosa, obydwa omawiane markery 

okazały się przydatne do określania płci R. thyrsiflorus. 

W przypadku starterów RAY-f i RAY-r otrzymano taki sam wynik jak  

w przypadku R. acetosa. U niektórych roślin żeńskich również otrzymano produkt  

o podobnej wielkości do tego, który był obecny u roślin męskich, ale o znacznie 

mniejszej intensywności. Przy zastosowaniu starterów UGR08-f i UGR08-r u roślin 

męskich oprócz produktu o wielkości około 700 pz otrzymano jednak również 

dodatkowy produkt, którego wielkość oszacowano na około 600 pz, nigdy nie 

występujący u R. acetosa. Aby sprawdzić czy sekwencja produktu 600 pz jest 

specyficzna dla R. thyrsiflorus, obydwa produkty sklonowano i użyto jako sondy 

hybrydyzacyjnej. Sonda dla produktu 700 pz zgodnie z oczekiwaniami dała sygnał 

hybrydyzacyjny dla roślin męskich zarówno R. thyrsiflorus jak i R. acetosa, 

jednocześnie nie hybrydyzując z DNA roślin żeńskich obydwu tych gatunków. Taki 

rezultat świadczy o dość dużym podobieństwie RAYSII amplifikowanej przez startery 

UGR08-f i UGR08-r u obu gatunków oraz o jej lokalizacji na męskim chromosomie 

płci. Jest to zgodne z wynikami hybrydyzacji typu FISH: u R. acetosa sekwencja ta 

występuje w dwóch dużych blokach na chromosomie Y1, a brak jej na chromosomie X  

i autosomach (Mariotti i in. 2009). Ponieważ taki sam wynik dała hybrydyzacja z sondą 

dla fragmentu 600 pz, można przyjąć, że ten o sto par zasad krótszy produkt starterów 

UGR08-f i UGR08-r nie zawiera sekwencji specyficznej dla R. thyrsiflorus. Jego 

obecność u tego gatunku może być związana z zajściem mutacji skutkującej 

powstaniem dodatkowego miejsca przyłączania jednego ze starterów (UGR08-f lub 

UGR08-r) do matrycy. Jest to prawdopodobne, ponieważ sekwencja RAYSII podobnie 

jak pozostałe sekwencje należące do tej samej rodziny, czyli RAYSI, RAYSIII  

i autosomalna RAE730, wyewoluowały poprzez duplikację jednostki o długości 120 pz 

(Mariotti i in. 2009). RAYSII składa się z 6 takich jednostek, w obrębie których występuje 

znaczne podobieństwo sekwencji i niewielka zmiana w sekwencji mogła spowodować, że 

jeden z tych starterów przyłącza się dodatkowo w obrębie innej jednostki 120 pz co może 
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skutkować o tyle krótszym produktem. Zgodnie z tym scenariuszem, sekwencja 

dodatkowego produktu amplifikacji u R. thyrsiflorus nie powinna odbiegać od sekwencji 

występującej w matrycowym DNA R. acetosa (co potwierdza hybrydyzacja), natomiast 

matrycowy DNA RAYSII R. thyrsiflorus powinien zawierać specyficzną dla niego mutację, 

umożliwiającą przyłączenie startera UGR w nietypowym, oddalonym o ok. 100 pz od 

początku/zakończenia miejscu. Można to będzie w przyszłości sprawdzić, sekwencjonując 

dłuższy produkt starterów UGR u obu gatunków.  

 

6.1.3. R. arifolius 

 

Gatunek ten jest podobnie jak R. thyrsiflorus blisko spokrewniony z R. acetosa. 

Wyniki uzyskane u obu tych gatunków nie różniły się. W przypadku starterów RAY-f  

i RAY-r, uzyskano także słaby produkt u jednej z roślin żeńskich. Startery UGR08-f  

i UGR08-r dały pojedynczy produkt u rośliny męskiej, co wyraźnie różni ten gatunek od 

R. thyrsiflorus i zbliża go pod tym względem do R. acetosa.  

Badania nad R. arifolius miały charakter pilotażowy, warto było by jednak 

przeprowadzić bardziej wyczerpujące analizy zarówno amplifikowanych sekwencji jak  

i stosunku płci nasion w jego populacjach. Mogłyby one rzucić światło na wzajemne 

pokrewieństwa w obrębie tej grupy trzech słabo zróżnicowanych gatunków. 

Szczególnie interesujące mogło by być porównanie powtarzalnych sekwencji typu 

RAYS u tych gatunków, ponieważ rzuciło by ono nieco światła na ewolucję 

chromosomów Y w obrębie najbliżej spokrewnionych ze sobą gatunków Rumex  

z systemem chromosomów płci XX/XY1Y2. Poza tym, spośród gatunków Rumex 

należących do tej samej sekcji (Acetosa), opisano już sekwencje RAYS dla R. acetosa, 

R. papillaris, R. tuberosus, R. intermedius i R. thyrsoides (Navajas-Perez 2005b), 

natomiast dla R. arifolius i R. thyrsiflorus zupełnie brak danych na temat. Poszerzenie 

bazy sekwencji RAYS o te gatunki i przeprowadzenie badań porównawczych 

umożliwiłoby szersze spojrzenie na ewolucję męskich chromosomów płci w obrębie 

sekcji Acetosa.  
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6.1.4. Inne gatunki z rodzaju Rumex 

 
U R. acetosa, R. thyrsiflorus i R. arifolius na podstawie obecności produktu 

PCR starterów RAY-f i RAY-r oraz UGR08-f i UGR08-r potwierdzono obecność 

sekwencji RAYSI i RAYSII. Tą samą metodę wykorzystano w celu sprawdzenia czy te 

sekwencje występują u innych gatunków z rodzaju Rumex. Ich obecności nie 

stwierdzono u dwupiennych R. hastatulus i R. acetosella oraz u hermafrodytycznego 

gatunku R. crispus. Wyniki te są zgodne z doniesieniami innych autorów. Navajas-Peréz 

i in. (2006, 2007) stwierdzili, że sekwencja RAYSI występuje u badanych przez nich 

gatunków posiadających system chromosomów XX/XY1Y2 należących do sekcji Acetosa. 

Przedstawione badania pozwalają stwierdzić, że sekwencja ta występuje również u innych 

gatunków z tej samej sekcji, jakimi są R. thyrsiflorus i R. arifolius. Ci sami autorzy nie 

wykryli obecności sekwencji RAYSI u gatunków dwupiennych z systemem 

chromosomów XX/XY takich jak R. acetosella, R. suffruticosus i R. hastatuls 

pochodzący z Teksasu oraz u roślin tego gatunku Północnej Karoliny o systemie 

chromosomów XX/XY1Y2 a także u gatunków hermafrodytycznych. Nasze badania są 

zgodne z tymi wynikami. Nie wykryto obecności tej sekwencji u R. hastatulus i R. 

acetosella oraz u R. crispus, który jako jedyny z analizowanych był rośliną 

hermafrodytyczną.  

W przypadku sekwencji RAYSII, której obecność wcześniej stwierdzono tylko  

u dwóch gatunków z sekcji Acetosa: R. acetosa i R. papillaris (Mariotti i in. 2009), 

otrzymane wyniki wykazały jej występowanie również u R. thyrsiflorus i R. arifolius. Przy 

pomocy PCR nie wykryto jej obecności u R. hastatulus, R. acetosella oraz R. crispus, co 

również jest zgodne z wynikami uzyskanymi przez Mariotti i in. (2009).  

 

6.2. Pierwotne proporcje płci u R. acetosa  
i R. thyrsiflorus 

 

U obydwu analizowanych gatunków stwierdzono przewagę liczebną nasion 

żeńskich, co jest zgodne z poglądem, że pierwotne proporcje płci u dwupiennych 

gatunków Rumex są zaburzone (Rychlewski i Zarzycki 1981, 1986, Stehlik i Barrett 

2005). Proporcje płci były zależne od gatunku: większą przewagę liczebną nasion 
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żeńskich zaobserwowano u R. acetosa niż u R. thyrsiflorus. Różnice pomiędzy 

populacjami danego gatunku były natomiast niewielkie, nawet w przypadku dwóch 

populacji R. acetosa odległych o około 600 kilometrów. Można więc przypuszczać, że 

różnice proporcji płci nasion przynajmniej częściowo wynikają z różnic genetycznych 

pomiędzy tymi taksonami. Zagadnienie to wymaga jednak szerszych badań. 

Pierwotna proporcja płci u R. thyrsiflorus, określona za pomocą PCR (59% 

nasion żeńskich), nie odbiega zdecydowanie od wyników uzyskanych na drodze 

liczenia chromosomów w wierzchołkach wzrostu siewek. Wprawdzie wśród populacji 

europejskich i północnoamerykańskich proporcje płci określone tą drugą metodą 

wahały się w dość szerokich granicach (od 43,3% do 61,8% nasion żeńskich), jednak 

wyliczona z nich średnia, wynoszącą 54,5% (Rychlewski i Zarzycki 1981) jest bliska 

wartości określonej metodą PCR. Dziwić może jedynie wyższy udział procentowy 

nasion męskich stwierdzony przez tych autorów w niektórych przypadkach, ponieważ 

pozostaje on w sprzeczności z przekonaniem, że nasiona tej płci mogą być mniej 

żywotne ze względu na obecność chromosomów Y, które mogą być genetycznie 

zdegradowane (Stehlik i Barrett 2005). Zestawienie uzyskanych na obu drogach 

wyników sugeruje, że nasiona męskie wcale nie charakteryzują się słabszą zdolnością 

kiełkowania, z czego wynika, że przewaga liczebna siewek żeńskich ustalona na 

podstawie badań cytogenetycznych kształtuje się na wcześniejszych etapach 

rozwojowych. Jest to zgodne z obserwacjami wykonanymi u R. nivalis, u którego 

również nie stwierdzono różnic w kiełkowaniu nasion męskich i żeńskich (Stehlik i 

Barrett 2005).  

Jedna z populacji analizowanych pod względem pierwotnych proporcji płci 

przez Rychlewskiego i Zarzyckiego (1981) pochodziła z Krakowa, a więc z obszaru 

położonego blisko stanowisk R. thyrsiflorus, z których zebrano nasiona do analizy 

molekularnej. Autorzy ci stwierdzili wyrównane proporcje płci nasion pochodzących  

z tego terenu. W przypadku populacji z okolic Krakowa, analizowanych przy pomocy 

markerów molekularnych, w jednej z nich wykazano niewielką, ale statystycznie istotną 

przewagę nasion żeńskich, w drugiej zaś przewaga płci żeńskiej nie była statystycznie 

istotna. Porównywane wyniki są więc zbliżone – obydwa wskazują na jedynie niewielką 

przewagę nasion żeńskich u R. thyrsiflorus z tego terenu. Niewielkie różnice pomiędzy 

populacjami można tłumaczyć różnicami w dystrybucji pyłku, która wydaje się być  

u Rumex mocno związana z aktualną strukturą przestrzenną danej populacji (Stehlik i 

in. 2008). 
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Wyniki dotyczące proporcji płci nasion R. acetosa różnią się od otrzymanych 

przez Korpelainen (2002) dla sześciu fińskich populacji, u których nie odbiegały one 

istotnie od równowagi. W polskich populacjach tego gatunku przewaga liczebna nasion 

żeńskich była nie tylko istotna statystycznie, ale również relatywnie wysoka. Przyczyny 

takich różnic są trudne do stwierdzenia, ponieważ istnieje wiele czynników działających 

pre- i postzygotycznie, które mogą być warunkowane zarówno genetycznie jak  

i środowiskowo. Ponadto późna pora zbioru części nasion (sierpień) przez Korpelainen 

(2002) nasuwa przypuszczenie, że mogły być one zebrane z R. thyrsiflorus. R. acetosa 

zwykle kwitnie i owocuje wcześniej (maj/czerwiec). 

R. acetosa i R. nivalis wykazują nierówne mikrogametyczne proporcje płci 

(Błocka-Wandas i in. 2007, Stehlik i in. 2007). Przewaga ilościowa ziaren pyłku 

determinujących płeć żeńską (A + X) nad determinującymi płeć męską (A + Y1Y2)  

u tych gatunków jest niewielka, ale istotna statystycznie. Wykryte odchylenie ilościowe 

w kierunku płci żeńskiej w polskich populacjach R. acetosa jest mniejsze w ziarnach 

pyłku (1:1,23) niż w nasionach (1:1,78). Dwa mechanizmy działające po zapyleniu 

mogą mieć wpływ na zwiększenie przewagi liczebnej nasion żeńskich w stosunku do 

ziaren pyłku: certacja oraz zamieranie nasion męskich na wczesnych etapach rozwoju. 

Jednak stwierdzenie, który z nich ma rzeczywisty wpływ na pierwotne proporcje płci 

wymaga dalszych badań.  

Na podstawie proporcji płci pyłku, nasion i roślin kwitnących można 

stwierdzić, że u R. acetosa przewaga liczebna roślin żeńskich kształtuje się stopniowo  

i ma na nią wpływ wiele mechanizmów działających na różnych etapach rozwoju. 

Przewaga ziaren pyłku determinujących płeć żeńską była niższa niż przewaga płci 

żeńskiej w nasionach, natomiast zanotowane przez Rychlewskiego i Zarzyckiego (1973) 

stosunki płci roślin kwitnących w naturalnych populacjach tego gatunku wahały się  

w granicach od 1:1,1 do 1:13,6 (średnio 1:2). Podobną sytuację zaobserwowano 

również u R. nivalis, gdzie zaobserwowano niewielką przewagę liczebną ziaren pyłku 

determinujących płeć żeńską (Stehlik i in. 2007), i większą przewagę płci żeńskiej  

w nasionach (Stehlik i Barrett 2005). Ponieważ odchylenie w nasionach było tu 

znacznie większe (78% nasion żeńskich, a więc 1:3,5), można przypuszczać, że  

u R. nivalis mniejszy wpływ na zaburzone pierwotne proporcje płci ma mechanizm 

działający na etapie wytwarzania ziaren pyłku, a większy certacja lub zwiększone 

zamieranie nasion męskich na wczesnych etapach rozwoju. W populacjach R. nivalis 

dochodzi również do zwiększenia przewagi roślin żeńskich w dalszych etapach 
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rozwojowych, ale nie jest ono już tak wyraźne jak w przypadku R. acetosa (Stehlik  

i Barrett 2005). Może to wynikać z mniej zróżnicowanej śmiertelności roślin męskich  

i żeńskich niż ma to miejsce w przypadku R. acetosa. Nieznane pozostają proporcje płci 

ziaren pyłku R. thyrsiflorus, jednak pierwotne proporcje płci u tego gatunku 

wykazywały mniejsze odchylenie od równych proporcji niż u R. acetosa i R. nivalis.  

Z drugiej strony, przewaga liczebna kwitnących roślin żeńskich w badanych przez 

Rychlewskiego i Zarzyckiego (1973) populacjach tego gatunku była największa 

(średnio 1:6), co świadczy o wyższej śmiertelności roślin męskich niż w przypadku 

pozostałych dwóch gatunków. 

Wszystkie proponowane mechanizmy, które mogą kształtować przewagę 

liczebną nasion żeńskich (przewaga ziaren pyłku determinujących płeć żeńską, certacja, 

zamieranie nasion żeńskich na wczesnych etapach rozwoju) oraz wyższa śmiertelność 

roślin męskich niektórych gatunków Rumex, mogą być wyjaśnione poprzez degradację 

roślinnych chromosomów Y (Smith 1963, Żuk 1970, Rychlewski i Zarzycki 1973, 

Stehlik i Barrett 2005). Jednak jak dotąd jest niewiele dowodów potwierdzających taką 

ewentualność (Grabowska-Joachimiak i Joachimiak 2002, Armstrong i Filatov 2008, 

Miller i Kesseli 2011), a przewaga liczebna roślin żeńskich jest obserwowana również  

u gatunków zielnych nie posiadających chromosomów płci (Obeso 2002).  

Interesująca mogłaby być możliwość porównania pierwotnych proporcji płci  

u R. acetosa i Humulus japonicus, który posiada ten sam system determinacji płci X:A.  

U obydwu gatunków występują również znaczne podobieństwa w systemie 

chromosomów płci, gdyż posiadają one dwa chromosomy Y u osobników męskich 

(Parker i Clark 1991, Grabowska-Joachimiak i in. 2006). Niestety pierwotne proporcje 

płci u H. japonicus nie są znane ze względu na brak markerów molekularnych płci dla 

tego gatunku. 

 

6.3. Poszukiwanie markerów sprzężonych z płcią  
u R. acetosella 

 
W przeciwieństwie do wcześniej opisanych gatunków Rumex, w populacjach 

naturalnych R. acetosella L. często obserwuje się przewagę liczebną roślin męskich 

(Escarré i Houssard 1991), jednak pierwotne proporcje płci tego gatunku nie są znane,  

a ich ustalenie utrudnia brak dostępnych markerów molekularnych pozwalających na 
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określenie płci. Diagnostyka cytogenetyczna płci siewek nie była nigdy u tego gatunku 

podejmowana, prawdopodobnie ze względu na dużą liczbę słabo zróżnicowanych 

chromosomów oraz system chromosomów płci XX/XY, w którym somatyczna liczba 

chromosomów jest u obu płci jednakowa (Łabza 2006). Było to powodem podjęcia 

próby znalezienia sekwencji charakterystycznych dla chromosomu Y R. acetosella.  

W tym celu wykorzystano dwie metody pozwalające na generowanie dużej ilości 

markerów: RAPD (Williams i in. 1990) i ISSR (Ziętkiewicz i in. 1994). Metoda RAPD 

wykazała już skuteczność w identyfikacji sekwencji pochodzących z chromosomów Y  

u R. acetosa (Mariotti i in. 2009). 

Ze względu na mniejszy udział chromosomu Y w całości genomu oraz słabsze 

zróżnicowanie chromosomów płci u R. acetosella niż R. acetosa znalezienie markerów 

płci męskiej u tego gatunku może być trudne. W przypadku R. acetosa chromosomy Y 

stanowią łącznie około 18% genomu jądrowego rośliny męskiej (Błocka-Wandas i in. 

2007) a pomimo to markery sprzężone z chromosomami Y stanowiły jedynie 2,6% 

produktów RAPD, w przypadku AFLP tylko 0,37% analizowanych produktów (Rahman  

i Ainsworth 2004). Świadczy to o tym, że sekwencje charakterystyczne dla męskich 

chromosomów płci zajmują tylko niewielką ich część, a reszta to sekwencje występujące 

również na chromosomie X i/lub autosomach (Mariotti in. 2009). Na podstawie tego, iż 

chromosom Y R. acetosella stanowi około 6% genomu jądrowego (Łabza 2006),  

a chromosomy płci tego gatunku są słabiej zróżnicowane niż R. acetosa można 

prewidywać, że udział markerów specyficznych dla chromosomu Y jest znacznie mniejszy 

niż w przypadku R. acetosa. Jest to zgodne z otrzymanymi wynikami, bowiem żaden 

spośród 220 produktów RAPD nie był męsko-specyficzny. Z drugiej strony, RAPD 

wykorzystywano również do poszukiwania markerów sprzężonych z płcią u gatunków,  

u których o płci decyduje pojedynczy locus, m. in. u Asparagus officinalis i Carica 

papaya. W przypadku A. officinalis wykryto dwa męskospecyficzne produkty, ale 

wymagało to przetestowania 760 starterów RAPD (Jiang i Sink 1997), a u C. papaya po 

przeanalizowaniu profili generowanych przez około 500 starterów RAPD znaleziono 12 

produktów sprzężonych z płcią, które stanowiły jedynie 0,24% przeanalizowanych 

prążków (Deputy i in. 2002). Przykłady te świadczą o konieczności kontynuowania tych 

analiz u R. acetosella i przetestowania większej liczby starterów.  

ISSR jest techniką podobną do RAPD, lecz stosuje się startery specyficzne dla 

sekwencji mikrosatelitarnych. Dzięki ich większej długości w stosunku do starterów 

RAPD, możliwe jest stosowanie wyższej temperatury przyłączania startera, co zapewnia 
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większą powtarzalność wyników (Sharma i in. 2008). Metoda ta została z powodzeniem 

zastosowana do poszukiwań markerów sprzężonych z płcią u Humulus lupulus (Danilova  

i Karlov 2006) oraz Simmondsia chinensis (Sharma i in. 2008). Wyniki uzyskane  

u H. lupulus, gdzie przy użyciu 22 starterów ISSR uzyskano aż dwa męskospecyficzne 

produkty, pozwalają na stwierdzenie, iż metoda ta jest bardziej efektywna  

w wyszukiwaniu markerów płci niż RAPD (Danilova i Karlov 2006).  

W przedstawionych badaniach u R. acetosella nie stwierdzono produktu ISSR, 

który byłby obecny u wszystkich roślin męskich, a nie występowałby u roślin żeńskich, 

chociaż jeden z prążków zaobserwowano u 6 z 10 badanych roślin męskich i u żadnej  

z 10 roślin żeńskich. Być może jest to produkt zawierający sekwencję pochodzącą  

z chromosomu Y, a jego brak u niektórych roślin męskich mógł wynikać ze zróżnicowania 

sekwencji chromosomu Y wewnątrz analizowanej populacji. Potwierdzenie tej hipotezy 

wymaga jednak dalszych badań.  

Wcześniej przeprowadzone badania również napotkały na trudności  

w znalezieniu markerów płci R. acetosella. Przy pomocy AFLP nie wykryto żadnych 

męskospecyficznych prążków zarówno monomorficznych (występujących u wszystkich 

roślin męskich) jak i polimorficznych (występujących tylko u niektórych roślin męskich), 

podczas gdy takie samo podejście zaowocowało zidentyfikowaniem męskospecyficznych 

produktów u R. acetosa, R. rothschildianus i R. hastatulus (Rahman i Ainsworth 2004), co 

potwierdza słabsze zróżnicowanie chromosomów płci u R. acetosella niż u tych gatunków. 

Wydaje się, iż kontynuowanie podjętych badań z zastosowaniem kolejnych starterów 

RAPD i ISSR powinno pozwolić na zidentyfikowanie markerów płci męskiej u tego 

gatunku. 
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7. Podsumowanie i wnioski 

 
Przedmiotem niniejszej rozprawy było przetestowanie przydatności 

wybranych markerów molekularnych zlokalizowanych na chromosomach Y do 

określania płci nasion Rumex acetosa L. (szczaw zwyczajny) oraz blisko z nim 

spokrewnionego R. thyrsiflorus Fingerh. (szczaw rozpierzchły). Obydwa te gatunki 

należące do sekcji Acetosa są dwupienne i posiadają chromosomy płci – XX u roślin 

żeńskich oraz XY1Y2 u męskich. W ich populacjach naturalnych obserwuje się 

przewagę liczebną roślin żeńskich, jednak problem pierwotnej proporcji płci 

(występującej w nasionach tych roślin) pozostaje kontrowersyjny.  

Do określania płci nasion wykorzystano dwie pary starterów PCR: RAY-f + 

RAY-r (Korpelainen 2002), amplifikujące sekwencję repetytywną RAYSI występującą 

na obydwu chromosomach Y R. acetosa, oraz UGR08-f + UGR08-r (Mariotti i in. 

2009), specyficzne dla sekwencji powtarzalnej RAYSII zlokalizowanej na chromosomie 

Y1 tego gatunku. Ich przydatność do takiego zastosowania, zarówno  

u R. acetosa, dla którego zostały zaprojektowane, jak i R. thyrsiflorus, wykazano 

testując je na roślinach męskich i żeńskich tych gatunków, których płeć określono  

w stadium kwitnienia. Ponadto stwierdzono, że obydwie analizowane sekwencje 

występują także u R. arifolius, gatunku blisko spokrewnionego z R. acetosa  

i R. thyrsiflorus, nie występują zaś u trzech gatunków spoza sekcji Acetosa:  

R. acetosella, R. hastatulus, oraz R. crispus. 

W trakcie badań z użyciem starterów specyficznych dla sekwencji RAYSI 

stwierdzono występowanie słabiej zaznaczonego produktu amplifikacji także  

u niektórych żeńskich okazów R. thyrsiflorus i R. acetosa. Produkty uzyskane  

z męskiego i żeńskiego okazu R. acetosa sklonowano, zsekwencjonowano i porównano 

ze sobą. Stwierdzono, że różniły się one 38 mutacjami punktowymi i dwoma indelami  

o długości 33 i 6 nukleotydów. Porównanie obu analizowanych sekwencji  

z sekwencjami RAYSI pobranymi z banku genów wykazało ich znaczne podobieństwo 

do sekwencji RAYSI8 i RAYSI19 uzyskanych z męskich okazów R. acetosa 

pochodzących z Japonii (Shibata i in. 1999). Przeprowadzone badania porównawcze 

sugerują, że w analizowanych polskich populacjach Rumex najpierw doszło do 
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powstania dodatkowego locus RAYSI poza chromosomami Y, następnie zaś do zmian  

o charakterze delecji w macierzystej sekwencji znajdującej się w chromosomie Y.  

U obydwu analizowanych pod tym względem gatunków wykazano przewagę 

liczebną nasion żeńskich (χ2 test, P<0,01), co jest zgodne z poglądem, iż proporcje płci 

nasion u Rumex są zaburzone. Przewaga nasion żeńskich była wyraźnie wyższa  

u R. acetosa (1:1,78) niż u R. thyrsiflorus (1:1,44). Różnice pomiędzy populacjami 

danego gatunku były niewielkie. Mechanizm powodujący zaburzenia proporcji płci 

nasion pozostaje nadal trudny do ustalenia. Proponowane są mechanizmy działające 

zarówno prezygotycznie, np. certacja, jak i postzygotycznie, np. zamieranie zarodków 

męskich.  

Podjęto również próbę znalezienia markerów molekularnych płci męskiej  

u R. acetosella L., ponieważ w przeciwieństwie do dwóch wcześniej opisanych 

gatunków, w jego populacjach często obserwuje się przewagę liczebną roślin męskich 

(Escarré i Houssard 1991). Pierwotne proporcje płci tego gatunku nie są znane, a ich 

ustalenie utrudnia brak markerów molekularnych pozwalających na określenie płci 

nasion. W celu ich odnalezienia wykorzystano dwie metody pozwalające na 

generowanie dużej ilości markerów: RAPD i ISSR. Niestety, wśród otrzymanych profili 

prążkowych nie zaobserwowano monomorficznego produktu diagnostycznego dla 

roślin męskich (występującego u wszystkich roślin męskich, a nieobecnego u żeńskich). 

Jeden z produktów ISSR występował jednak u 6 z 10 badanych roślin męskich  

i u żadnej z roślin żeńskich. Stwarza to nadzieję, że zastosowanie większej liczby 

anonimowych starterów typu ISSR lub RAPD umożliwi odnalezienie markerów płci dla 

tego gatunku.  
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