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Differentiation of generative organs in dioecious species

Summary

Flowering plants are mostly hermaphroditic (i.e. bear both stamens and pis-
tils). In the course of evolution such progenitors have repeatedly given rise to
species with separate male and female individuals. Plants display a great variety
of sexual systems that could be reduced to three types: 1) the two sexes occur-
ring on separate plants; 2) both sexes occurring in the same individual;
3) a combination of the former possibilities. Gender is determined by genotype,
but the mechanisms of determination are extremely diverse among species. The
determinants of sexual phenotype range from sex chromosomes (Silene latifolia),
through hormonal regulation (Cucumis sativa), to pheromonal contacts (between
fern gametophytes). Salix viminalis, as a dioecious species, revealed sexual di-
morphism (occurring in a flowering stage). In their breeding as a short-rotation
energy crop, an early determination of sex would be necessary to remove, for
agronomic reasons, the male plants. Within Salicaceae a multi-locus sex deter-
mination system is the main model of sexual differentiation. Despite the fact
that a great progress has been achieved in identification of genes that regulate
sex expression, future efforts will be necessary to recognize these processes at
the molecular level.
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1. Wstep

Rosliny dwupienne i ich przejsciowe formy sg szeroko rozpo-
wszechnione w obrebie krélestwa roslin kwiatowych. Obecne sg
wsrod 160. rodzin, co sugeruje wielokrotne powstawanie tej ce-
chy w toku ewolucji roélin. W kwiatach wielu gatunkéw dwu-
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piennyclh, we wczesnej fazie ontogenezy tego organu, odnajdywano zawigzki struk-
tur przeciwnej pici, co wskazywatoby, ze zmiana odpowiadajgca za powstanie jed-
noptciowosci wsrdéd okrytozalazkowych miata miejsce w stosunkowo niedawnej
przesztosci. Zakladajac, ze osobniki ‘najmtodsze’ ewolucyjnie posiadaty kwiaty obu-
ptciowe lub kwiaty meskie i zenskie, przejsciu od hermafrodytyzmu do jednopien-
nosci kazdorazowo musiata towarzyszy¢ mutacja odpowiedzialna za pojawienie sie
gendw sterylnosci organdw jednej z pici. Przypuszcza sie, ze spadek czestotliwosci
rekombinacji w rejonach genu objetych zmianami, mogt stanowi¢ posredniag przy-
czyne w”yksztatcenia sie chromosomow pici u niektorych gatunkow roslin.

2. Ewolucja dwupiennosci

Za powstaniem dwupiennosci u roslin kryja sie najprawdopodobniej dwie row-
nolegte tendencje: dazenie do catkowitej eliminacji zjawiska samozaptodnienia, co
wyraznie zaznacza sie u gatunkéw zapylanych przy wspoétudziale zwierzat oraz se-
lekcja ukierunkowana na zwigkszenie specjalizacji organdéw generatywnych (1). Roz-
wazajgc adaptacyjne korzysci tendencji specjalizacyjnej dostrzegamy u roslin obu-
piciowych wzajemnie ograniczanie jednoczesnej produkcji pytku i komorek jajo-
wych. Ryzyko samozapylenia moze zosta¢ wyeliminowane poprzez wyksztatcenie
odrebnych kwiatow meskich i zenskich. Umozliwia to bardziej efektywne rozloko-
wanie organdw reprodukcyjnych, uzyskujacych wiekszg przestrzen dla rozwoju,
przy czym korzysci moga wigzac sie nie tylko ze zmianami w budowie pojedynczych
struktur rozrodczych, ale i catych kwiatostanow.

Uktad etementdéw kwiatu ma ogromne znaczenie w procesach zwigzanych z pro-
dukcjg duzych ilosci pytku, jak i skutecznym jego przyjeciem przez znamie stupka.
U roslin obuptciowych obserwowano roznorakie strategie adaptacji do okreslonego
typu zapylenia. Przystosowania roslin wiatropylnych sa podobne do przystosowan po-
wszechnie spotykanych u roslin dwupiennych; kwiaty precikowe wystepuja zwykle
w dtugich, zwisajgcych i elastycznych kwiatostanach, co zwieksza efektywnos¢ dysper-
sji pytku, podczas gdy kwiaty i kwiatostany zenskie sg bardziej skrécone i zwarte,
a znamiona ich stupkéw wyeksponowane. Nieprzypadkowe jest takze rozmieszczenie
obydwu typu kwiatéw: kwiaty meskie drzew osadzone sg na gateziach wiotkich i cien-
szych, a zenskie na gateziach grubszych i sztywniejszych, ze wzgledu na konieczno$é
wytworzenia solidnej konstrukcji, zdolnej utrzymac ciezar owocéw. W procesach
ukierunkowanej selekcji odpowiedzialnej za ewolucje dwupiennosci, okreslone ten-
dencje nie wykluczaly sie wzajemnie, a czesto mogty wystepowac réwnoczesnie.

Prawdopodobnym torem ewolucji, ktéry zaowocowal wytworzeniem dwupien-
nosci: byla droga bezposrednia - od osobnika o kwiatach obuptciowych do osobni-
kow rozdzielnoptciowych, lub posrednia, poprzez jednopiennos$¢ lub sterylnosc.
W ramach pierwszej mozliwosci zachodzita konieczno$¢ utrwalenia sie w tym sa-
mym czasie dwdéch niezaleznych od siebie mutacji, przy czym geny w obrebie kto-
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rych zasztyby zmiany powodujace bezptodnos¢ precikdw w kwiatach zenskich
i stupkéw w kwiatach meskich, musiatyby leze¢ w bezposredniej bliskosci, w prze-
ciwnym razie mozliwo$¢ rekombinacji wewnatrz zmutowanych alleli spowodowa-
faby ryzyko wtdrnej konwersji do hermafrodytyzmu. Z powodu opisanych zagrozen
zaktada sie raczej dwuetapowa droge przejscia od jedno- do dwupiennosci, przy
czym etapem posrednim bytby osobnik posiadajacy kwiaty doskonate oraz zenskie
(lub doskonate oraz meskie). W tym ostatnim przypadku obydwie mutacje bytyby
rozdzielone w czasie, co znacznie zwiekszatoby prawdopodobienstwo proponowa-
nego scenariusza, ktéry nalezy do najczesciej rozpatrywanych (2).

Populacje rosdlin wyksztatcajgcych kwiaty obuptciowe obok kwiatéw meskich
spotyka sie w przyrodzie niezmiernie rzadko. Na uwage zastuguje jednak fakt, ze
gatunki o tym typie kwiatow, sg najczesciej blisko spokrewnione z gatunkami dwu-
piennymi. Potwierdza to przypuszczenie, ze przynajmniej cze$¢ gatunkdw, u ktéd-
rych wystepuje rozdziat pici, rozwineta sie w nastepstwie dwdéch pojedynczych mu-
tacji, z ktérych pierwsza spowodowata catkowity lub czesciowg sterylno$¢ kwiatow
zenskich. Prawdopodobnie przedziat czasowy miedzy obydwoma zaszto$ciami byt
stosunkowo krétki, a nieliczne, wspotczesne przypadki populacji reprezentujgcych
ten model ptciowosci (np. Datisca glomerata lub Mercurialis annua) sg skutkiem wtor-
nego rozejscia sie drég rozwojowych w obrebie roslin o petnej dwupiennosci (3).

Gatunki ros$lin, ktére tworza populacje ztozone z osobnikéw obuptciowych
i zenskich, wystepujag w przyrodzie znacznie czesSciej, niz gatunki tworzace formy
hermafrodytyczne obok meskich; z tego tez wzgledu, ukfad ten jest znacznie cze-
$ciej proponowany jako model stanu przejsciowego w ewolucji roélin dwupiennych.
Wystepowanie tego rodzaju relacji w obrebie fenotypéw pici jest zjawiskiem po-
wszechnym u gatunkéw spokrewnionych z roslinami dwupiennymi. Wykazano, ze
mutacja w pojedynczym genie, badZ aktywacja catego systemu cytoplazmatycznego,
prowadzaca do sterylnosci kwiatdw meskich, w populacjach roslin obuptciowych
bedzie rozprzestrzeniac sie bardzo szybko, jezeli powstate mutanty okazg sie bar-
dziej zywotne w nastepstwie wyzszej przezywalnosci osobnikéw zenskich, w po-
réwnaniu z osobnikami o kwiatach doskonatych (4). W populacjach o malejacej sku-
tecznosci krzyzowego zaptodnienia mutacje takie utrwalajg sie tatwo, niezaleznie
od stopnia przezywalnosci mutantow (2). Ze wzgledu na dos¢ powszechne wystepo-
wanie zjawiska ,,zenskiej” dwupiennosci (np. Plantago coronopus) mozna przyja¢, ze
sterylnosc precikéw w kwiatach obuptciowych moze przynosi¢ korzysci catej popu-
lacji, ze wzgledu na umozliwienie dostepu obcego pytku do komorek jajowych.

Drugi szlak ewolucyjny, wiedzie do dwupiennosci poprzez rosliny jednopienne,
u ktorych obok kwiatéw meskich wystepujg kwiaty zenskie. Ten model dotyczy spo-
rej grupy roslin dwupiennych, do ktorych zalicza sie m. in. Mercurialis sp. W ich
przypadku, wytworzenie sie odrebnych ptci mogto nastapi¢ w wyniku serii mutacji,
ktore spowodowaty zmiane proporcji liczbowej kwiatéw meskich w stosunku do
kwiatéw zenskich (5). Cechg wspélng gatunkéw dwupiennych, ktére wyewoluowaty
bezposrednio od jednopiennych, moze byé¢, jak sie wydaje, ich stosunkowo niska
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Stabilnos¢, przejawiajaca sie konwersjg pici kwiatéw, pod wptywem dziatania okres-
lonych czynnikéw S$rodowiskowych. Szczegdlnie interesujacy jest przyktad dwu-
piennej figi (Ficus spp.) zapylanej przez osy. Dwupienne gatunki fig wystepujg po-
wszechnie w nizszych pietrach lasu, natomiast do pietra koron dorastajg formy jed-
nopienne. Chociaz nie ulega watpliwosci, ze formy dwupienne takze i w tym przy-
padku wyewoluowaly z form jednopiennych, to mechanizm odpowiedzialny za ten
proces nie jest do korica poznany, przy czym nie mozna wykluczy¢ zwyktego unika-
nia ryzyka samozaptodnienia. W tym konkretnym przypadku, w gre wchodzg czyn-
niki zwiazane ze specyfika procesu zapylania. Opisany ukfad jedno- i dwupiennych
drzew ogranicza negatywny wpltyw o0s pasozytniczych na gatunki os pozytecznych,
przenoszacych pytek, zatem dwupiennos$¢ fig moze réwniez przynosi¢ korzys¢ ko-
operujacych z nimi gatunkom owadow (6).

Trzeci szlak prowadzacy do dwupiennosci dotyczy populacji osobnikéw o kwia-
tach obuptciowych, z wysokim stopniem polimorfizmu pod wzgledem budowy i usy-
tuowania kwiatow. Tendencja roznicujgca wewnatrz populacji, wigze sie ze wzro-
stem specjalizacji w skutecznym rozsiewaniu pytku jak i z dazeniem do catkowitego
wyeliminowania zjawiska samozaptodnienia, co doprowadzito ostatecznie do wy-
ksztatcenia sie oddzielnych osobnikéw pici zenskiej i meskiej (7).

Dla prob zrekonstruowania wczesnych etapéw ewolucji u réznych grup roslin
dwupiennych szczegdlne znaczenie majg wyniki wskazujace, ze Amborella trichopoda,
wiecznie zielony, dwupienny krzew endemiczny z Nowej Kaledonii, stanowit pierw-
sze ogniwo w ewolucji roslin okrytonasiennych (8). W zwigzku z tym nasuwa sie py-
tanie, czy pierwsze rosliny okrytonasienne cechowaty sie dwupiennoscia, a obupicio-
wos¢ byta w ich przypadku zjawiskiem wtérnym, ktére zdominowato éwczesng flo-
re, czy tez czes¢ z nich zdotata powrdci¢ do pierwotnej formy. Mimo wysokiego
prawdopodobienstwa zaistnienia takiego scenariusza prostszym rozwiazaniem by-
toby, jak sie wydaje, przyjecie zatozenia, ze dwupienno$¢ wsrdd osobnikéw linii
prowadzacej do Amborella sp. byla zjawiskiem wtornym.

3. Determinacja ptd u roslin dwupiennych

Pomimo badan obejmujacych liczne gatunki roslin, nie dysponujemy wystar-
czajgcym zasobem informacji o mechanizmach molekularnych, odpowiadajgcych za
determinacje pici u roslin. Trudnosci sprawia nawet ustalenie liczby genow zaanga-
zowanych w ten proces, zwlaszcza, ze gendw wywotujacych sterylno$¢ odpowied-
nich organéw nie mozna zaliczy¢ do grupy gendw determinujacych pte¢ w Scistym
tego stowa znaczeniu. Proste i mato skomplikowane modele np. Ecballium elateriiim
(tryskawiec sprezysty), u ktorego wyksztatcenie sie osobnikéw dwupiennnych, jak
i sama pte¢, zdeterminowane sg pojedynczym genem posiadajacym trzy rézne alle-
le, nalezg do wyjatkéw. Dlatego badania zmierzajace do wyizolowania genéw deter-
minujacych pte¢ u roslin bazujg na dwoch odmiennych strategiach. Pierwsza, wyko-
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rzystuje geny homeotyczne zaangazowane w rozwoj kwiatu u modelowych roslin
obupiciowych, takich jak Arabiciopsis (rzodkiewnik) czy Antirrhinum (wyzlin); druga
opiera sie na uzyciu metod takich jak RAPD, AFLP lub RFLP- ukierunkowanych na po-
znanie sekwencji DNA, zwilaszcza lezacych w obrebie chromosomow pici, badZ tez
transkryptow szczegdlnie obiecujacych loci.

Klasycznym przyktadem gendw homeotycznych, ktére sprawujg kontrole nad
procesem ustalania tozsamosci organow w okotkach kwiatéw roslin obuptciowych
jest uktad MADS-box (9). W modelu, ktéry skonstruowano opierajac sie na wynikach
badan nad mutacjami stymulujgcymi zmiany w uktadzie okotkow kwiatowych
u Antirrhinum i Arabidopsis zaktada sie, ze typ majacych wyksztatci¢ sie organéw
uwarunkowany jest regulacja ekspresji w obrebie trzech domen genéw homeotycz-
nych, oznaczonych odpowiednio literami A, B i C. Kazdemu typowi organu kwiato-
wego przyporzadkowano specyficzny wzor ekspresji: w przypadku dziatek Kielicha
zaznacza sie aktywno$¢ transkrypcyjna gendw zaliczanych do domeny A, w obrebie
drugiego okétka (ptatki) ekspresji ulegajg zaréwno geny domeny A jak i B. Wzér
ekspresji specyficzny dla organéw generatywnych meskich zwigzany jest z genami
funkcjonalnymi B i C, natomiast w przypadku organow zenskich - wylacznie z ge-
nami z grupy C (9). Produkty biatkowe wszystkich wymienionych grup gendéw taczy
wspolna cecha: ktdra jest charakterystyczna domena na N-koricu (MADS-box), stu-
zagca przypuszczalnie do wigzania DNA.

Mutacje w obrebie genéw homeotycznych skutkuja rozwojem organéw kwiato-
wych w niewlasciwym dla nich miejscu. Petna mutacja wewnatrz okre$lonego genu,
nalezacego do klasy C u Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik pospolity) prowadzi do
zastgpienia precikow i owocolistkow przez platki korony (10); z kolei w efekcie in-
dukowanych zmian w strukturze genu domeny B zaobserwowano konwersje ptat-
kow do dziatek kielicha w drugim okotku oraz precikdéw do owocolistkéw w okétku
nastepnym, skutkiem czego wyksztatcity sie kwiaty funkcjonalnie zenskie (11). Ba-
dacze zajmujacy sie zjawiskiem dwupiennosci wysuneli roboczg hipoteze, ze analo-
giczne mechanizmy wystepujg w przypadku roslin o ustalonym dymorfizmie picio-
wym. Stwierdzono, ze chociaz przypadki konwersji organdéw kwiatowych w warun-
kach naturalnych zdarzajg sie u nich niezmiernie rzadko, to za inhibicje rozwoju
okreslonych organow generatywnych odpowiadatby odmienny wzér ekspresji ge-
now zaliczanych do klasy B i C. Aby zweryfikowac te przypuszczenia, w potowie lat
dziewiecdziesigtych ubiegtego wieku przeprowadzono odpowiednie badania na
dwdch najlepiej poznanych gatunkach roslin dwupiennych, a mianowicie na Silene
latifolia (bniec bialy) (12) i Rumex acetosa (szczaw zwyczajny) (13). W przypadku
pierwszego gatunku, merystem kwiatowy przechodzit przez faze obupiciowosci za-
réwno w kwiatach meskich jak i zenskich. Rozw6j owocolistkébw w kwiatach me-
skich zostat zahamowany wkrotce po zainicjowaniu ich wzrostu, podczas gdy za-
wigzki precikdow w kwiatach zenskich rozwijaty sie bez przeszkod, az do uformowa-
nia tapetum, wyscietajgcego Swiatto komory pylnika. Na podstawie wynikow analizy
ekspresji gendw z grupy MADS-box u Silene wykazano, ze w przypadku genéw spe-
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cyficznych dla ptatkéw i precikéw (a zatem zaliczanych do klasy B): SLM2 i SLM3 re-
alizowany przez nie wzoér przestrzenny okazat sie rozny dla przeciwnych pici.
Woprawdzie w obu przypadkach ekspresja tych gendw ograniczata sie do regionéw
inicjujacych wzrost ptatkdw i precikdw, jednak w przypadku kwiatéw meskich ten
obszar umiejscowiony byt w centralnej czesci merystemu. Taki model ekspresji ge-
néw SLM 2 i SLM 3 powoduje, ze centralny okotek w kwiatach zenskich przewyzsza
znacznie rozmiarami analogiczny obszar w merystemie kwiatowym osobnikéw me-
skich, podczas gdy okétek precikéw ma podobng wielko$é u obydwu pici. W zwigz-
ku z tym zawiagzki stupkéw u osobnikéw meskich sg znacznie mniejsze niz analo-
giczne struktury w kwiatach zenskich i hermafrodytycznych. Przypuszcza sie, ze
geny odpowiedzialne za inhibicje rozwoju stupkowia (a zatem zaangazowane bez-
posrednio w proces wyksztatcania sie dychotomii ptci) hamuja jednoczesnie proce-
sy wzrostu i podziatu komoérek w obrebie centralnego okdtka kwiatu. Abstrahujac
od tych uwag, nalezy podkresli¢, ze geny grupy MADS-box nie odgrywaja istotnej
roli w réznicowaniu sie ptci u Silene latifolia, gdyz wzor ekspresji odpowiednich
gendw nie odbiega od schematu realizowanego w przypadku kwiatow dosko-
natych, pomimo drobnych rdznic, jakie wystepujg miedzy kwiatami meskimi i zeh-
skimi (12).

Podobne badania przeprowadzono dla Rumex acetosa (szczaw zwyczajny), o kwia-
tach zawierajacych dwa zewnetrzne okotki pratkéw, z umieszczonym centralnie
stupkowiem w przypadku osobnikéw zenskich, lub tez z wewnetrznym okétkiem
ztozonym z trzech precikéw u osobnikéw pici meskiej. W czesci centralnej meryste-
mu kwiatow meskich nie obserwowano podziatow komérkowych, nie znaleziono
rowniez zawigzkdw meskich organéw generatywnych w obrebie kwiatéw zenskich.
Pomimo tych faktéw okazato sie, ze sekwencja RAP], ze wzgledu na swojg funkcje
zaliczona do grupy gendéw homeotycznych klasy C, ulega ekspresji w obydwu wew-
netrznych okétkach kwiatéw meskich jak i zehAskich u Rumex, mimo ze w rejonie,
w ktorym zawigzujg sie organy pici przeciwnej ekspresja ustaje na bardzo wczes-
nym etapie. Okazuje sig, ze u Rumex acetosa kwiaty obydwu pici przechodza naj-
pierw przez faze hermafrodytyczng, morfologicznie trudng do zidentyfikowania
(13). U Silene natomiast poziom ekspresji genu SLMI w ulegajacych funkcjonalnej
degradacji organach piciowych, utrzymywat sie na statym poziomie. Aby wyprowa-
dzi¢ jednoznaczne wnioski z tych obserwacji konieczne okazuje sie eksperymental-
ne skonstruowanie transgenicznych roslin, u ktérych ekspresja genu C odbywajaca
sie w sposob ciagly, umozliwitaby udzielenie jednoznacznej odpowiedzi na pytanie,
czy zanik ekspresji genu C jest w tym przypadku przyczyna, czy tez skutkiem aborcji
odpowiednich organéw generatywnych. jesli prawdziwa okaze sie pierwsza mozli-
wos¢, woweczas otrzymamy osobniki o kwiatach obuptciowych.

Inne geny z grupy MADS-box, ktére zdotano zidentyfikowaé u Rumex acetosa:
RADI i RAD2 zaliczone do grupy gendw homeotycznych klasy B, podlegaja ciagtej
transkrypcji w rejonie trzeciego okétka kwiatu, bez wzgledu na jego ptec, przy
czym wzor ekspresji dla tych sekwencji nie ujawnia piciowych réznic pod wzgledem
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obszaru zajmowanego przez okotek wewnetrzny, tak jak to miato miejsce w przy-
padku bnieca biatego.

Udziat genéw homeotycznych MADS-hox klasy A, B i C kontrolujacych wyksztat-
canie sie dymorfizmu kwiatdéw u roslin dwupiennych, okazuje sie bardziej prawdo-
podobny u tych gatunkdw, u ktérych nie dochodzi do inicjowania wzrostu organéw
przeciwnej pici, a merystem kwiatowy w swym rozwoju pomija faze obuptciowosci
(np. Mercurialis, Spinacia oleracea, Cannabis sativa). Potwierdzono to na podstawie wy-
nikéw badan u Humulus lupulus (chmiel zwyczajny), w ktérych wykazano wystepowa-
nie roznic w ekspresji homeotycznego genu B u osobnikéw przeciwnej pici (14). Jak
z tego wynika, u omawianych gatunkdw dwupiennych réznicowanie pici zachodzi
czesciej poprzez hamowanie rozwoju ‘niewtasciwych' organéw generatywnych ani-
zeli przez zmiane ich pierwotnej tozsamosci.

Prébe izolacji genéw determinujacych pte¢ u roslin dwupiennych na bazie ich
znanych odpowiednikéw (zaréwno w obrebie genoméw roslin jednopiennych i dwu-
piennych), ogranicza niewielkie prawdopodobienstwo, ze dana sekwencja, nawet
przy duzym stopniu homologii, bedzie petni¢ te sama role u dwdch nie spokrewnio-
nych ze sobg gatunkéw.

Cery indukujace proces réznicowania sie jednoptciowych kwiatow (i w tym sensie
rézne od ,,kaskad” genéw, ktorych ekspresja powoduje réznice w budowie organéw
ptciowych) powstaty najprawdopodobniej w wyniku duplikacji, ktérej towarzyszyto
ich furkcjonalne rozejscie sie. Dobrym przyktadem jest gen TASSELSEED?2, ktory
w przypadku Zea mays powoduje konwersje ptci w obrebie meskich kwiatostandw, sty-
mulujac rozwoj stupkowia i jednoczes$nie hamujac rozwdj precikéw (15). Fakt, ze u ku-
kurydzy sekwencja ta wywiera bezposredni wptyw na réznicowanie sie pici, nie spraw-
dzit sie w przypadku innych roslin. Geny homologiczne wzgledem TASSELSEED2- wy-
izolowane z Silene latifolia (fragment STAI) oraz obecna u Arabidopsis thaliana sekwen-
cja ATA nie spetniajg zwigzanych z nimi oczekiwan. Obszar, w ktorym wystepuje eks-
presja obydwu gendw ogranicza sie do komérek tapetum, tkanki wyscielajacej $ciany
pylnikéw; natomiast w tkankach zeniskich nie zaobserwowano zadnych sygnatéw, kto-
re mog yby poswiadczy¢ ich aktywnos$¢ transkrypcyjng (16).

U iiiektorych gatunkoéw roslin dwupiennych obserwuje sie duzg zmiennos$¢ pod
wzgledem stabilnosci zachowania pici. Moze to by¢ rezultatem niezdolnosci do petnej
kontroli ptci wobec czynnikéw srodowiska, badz tez korzysci adaptacyjnych, jaka tego
rodzaju niestabilno$¢ przynosi danej populacji. W tym ostatnim przypadku $rodowi-
sko sprawowatoby kontrole nad ekspresjg gendw okreslajacych fenotyp pici, poprzez
zmiane dtugosci dnia lub temperatury otoczenia. Klasycznego przyktadu opisywanego
zjawista dostarcza Mercurialis annua (szczyr roczny), ktory tworzy trzy typy populacji:
pierwsza, ztozong z osobnikéw o kwiatach doskonatych i kwiatach meskich; druga,
o kwiaiach obuptciowych i zenskich; oraz trzecia, o trzech fenotypach pici. Ktora
z tych populacji bedzie dominowata, zalezy od lokalnych warunkéw klimatycznych,
czego potwierdzeniem jest nieprzypadkowe rozmieszczenie populacji wszystkich
trzech cypéw w obrebie kontynentu europejskiego (17), Analiza mechanizméw gene-
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tycznych odpowiedzialnych za rd6znicowanie pici u Mercurialis annua wskazuje na ist-
nienie trzech odrebnych loci, A, Bl i 62, z kombinacjg dwdch alternatywnych dleli
w obrebie kazdego z nich. Sekwencje, o ktérych mowa, biorg aktywny udziat w regula-
cji poziomu auksyny i cytokininy; poniewaz u tego gatunku regulacja ptci zachod2i na
drodze modyfikacji szlaku biosyntezy fitohormondéw. Fenotypowa ekspresja pici
u Mercurialis wykazuje duzg zalezno$¢ wzgledem obydwu regulatoréw wzrostu: wwy-
niku stymulacji szczyru egzogennymi auksynami mozna zaindukowa¢ maskulinizacje
kwiatow zenskich, a efekt odwrotny wywota¢ dziataniem cytokinina. Okazato si®, ze
trans-zeatyna, zwigzek nalezacy do grupy cytokinin, gromadzi sie w znacznych los-
ciach w organach zenskich, podczas gdy w organach meskich nie stwierdzono $ladow
obecnosci tej substancji w formie niezwigzanej. Odwrotna zalezno$¢ zachodzi w przy-
padku IAA, wystepujacego w stezeniu trzy do szeSciu razy wyzszym w kwiatach me-
skich (18). Niezaleznie od tego, ze wptyw stezenia cytokininy w stosunku do auksyny
na determinacje pici u Mercurialis nie podlega juz dzisiaj dyskusji, mechanizm na <té-
rym opiera sie wzajemna interakcja miedzy determinujacymi ptec loci A, Bl \ B2,
a bodzcami ze strony $rodowiska wcigz nie zostat blizej poznany. Chociaz konwersje
kwiatow zenskich do meskich na drodze stymulacji cytokininami zdotano réwniez
wywota¢ w przypadku Asparagus officinalis, to jednak przewazajgca liczba gatunkéw
dwupiennych wykazuje znacznie nizszg podatno$¢ systemu piciowego na dziatanie
zwigzkéw hormonalnych. W przypadku Rumex acetosa i Silene latifolia genetyczne czyn-
niki warunkujace okreslona ptec¢ sg stosunkowo stabilne; a zjawisko konwersji kwia-
téw pod wptywem stymulacji fitohormonami nie zostato potwierdzone ani w przypad-
ku Rumex acetosa, ani spokrewnionego z nim Rumex acetosella (19). Podobne rezultaty
dat eksperyment z Silene latifolia, chociaz stabilno$¢ systemu kontrolujacego pteé
osobnikéw tego gatunku moze zosta¢ zachwiana pod wptywem infekcji grzybem
Ustilago violacea, ktérego metabolity indukujg rozwdj zmutowanych precikéw w kwia-
tach zenskich; a zainfekowanie osobnikéw meskich moze skutkowa¢ dodatkowym
rozwojem stupkowia w obrebie kwiatéw meskich (20).

U gatunkoéw z rodzaju Humulus oraz Cannabis (konopie) system odpowiedzialny
za ekspresje okreslonej pici, jak sie wydaje, jest mato stabilny, pomimo obecnosci
chromosoméw pici. Przypadki wystepowania roslin jednopiennych w obrebie popu-
lacji Humulus nie nalezg do rzadkosci, czesty jest rozwéj kwiatdéw zenskich w wierz-
chotkowych partiach meskich kwiatostanéw. Co wiecej, udato sie eksperymentalnie
wywota¢ konwersje organdéw generatywnych u osobnikéw zenskich, na drodze sty-
mulacji syntetyczng auksyng. Natomiast w rodzaju Cannabis auksyny i etylen w'ywie-
raty efekt feminizujacy, podczas gdy maskulinizacje organéw generatywnych warun-
kowat wptyw cytokinin i gibereliny. W przypadku innych gatunkéw dwupiennych,
takich jak Maclura ponimifera (z6ttnica pomaranczowa) i Morus rubra (morwa czerwo-
na) w procesie determinacji pici znaczng role odgr)AA/aly fitoestrogeny (21).

Prawdopodobnie wszystkie gatunki roslin kwiatowych wyposazone sa w zestaw
gendéw niezbednych w rozwoju kwiatéw doskonatych (np. MADS-box), jednak
w przypadku roslin dwupiennych rozwdj precikéw lub stupkdw ulega wtérnemu za-
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hamowaniu na skutek ,,kaskadowej” ekspresji gendw determinujacych pleé, o ile
proces ten nie jest regulowany niezaleznie od gendéw homeotycznych. Chociaz dy-
chotomia pici u roélin dwupiennych kazdorazowo jest rezultatem blokowania dal-
szego rozwoju organOw pici przeciwnej, to reakcja ta zachodzi na réznych etapach.
W obrebie roélin dwupiennych, do ktorych nalezg Mercurialis annua, Cannabis sativa,
Spinacia oleracea oraz rodzaj Humulus, rozejscie sie drég rozwojowych kwiatéw me-
skich i zenskich nastepuje wyjatkowo wczesnie, o czym Swiadczy brak oznak za-
wigzywania sie alternatywnych organdw. Reprezentantéw tej grupy taczy jedna cha-
rakterystyczna cecha: kwiaty meskie sg zblizone pokrojem do kwiatéw obuptcio-
wych, podczas gdy fenotyp kwiatow zenskich zdecydowanie sie od nich rézni (22).

W kwiatach wiekszosci gatunkéw dwupiennych stwierdzono inicjacje zawigz-
koéw organéw generatywnych obydwu pici, przy czym rozwdj jednej z nich zostaje
na pewnym etapie zahamowany, co udokumentowano dla Silene latifolia, Rumex
acetosa i Pistacia vera. jedynie u nielicznych gatunké4w moment ‘rozejscia sie’ obu
pici jest tak opOZniony w czasie, ze kwiaty meskie i zehnskie nie tylko nie rdznig sie
od siebie nawzajem, lecz nie rdznig si¢ takze od kwiatow obuptciowych; np. u Actinidia
delidosa i Asparagus officinalis (23).

Oproécz dystansu czasowego miedzy porg réznicowania sie ptci u kwiatéw dwu-
piennych, stwierdzono takze zréznicowanie drog, na ktorych dochodzi do sterylno-
§ci organow pilci przeciwnej: mamy zatem do czynienia z programowang $miercig
komorek u Asparagus officinalis i Actinidia delidosa, podczas gdy u Rumex acetosa i Silene
latifolia komorki eliminowanych organdw pozostajg nieuszkodzone. U Silene latifolia
stwierdzono, ze zapobieganie dojrzewaniu precikow w kwiatach zenskich odbywa
sie poprzez ‘parenchymatyzacje’ komorek (24).

Eksperymentalne traktowanie korzeni Alium cepa i Melandrium noctiflorum eks-
trak:em wyizolowanym z meskich organéw piciowych Chara tomentosa spowodo-
wato niemal catkowite zahamowanie podziatéw komdrkowych w fazie G1 lub G2
(25) Na podstawie tych danych sugeruje sie, ze w przypadku roélin dwupiennych,
ktorych sterylne organy nie ulegly zniszczeniu {Rumex acetosa, Silene latifolia), za pro-
cesy zwigzane z determinacja pici odpowiadajg geny zwigzane z regulacjg cyklu ko-
morcowego. Analogiczna sytuacja dotyczy gatunkow eliminujagcych organy jednej
z pkci poprzez programowang $mier¢ komdrki (PCD). Niewykluczone, ze geny deter-
minujgce pte¢ uczestniczg roéwniez w szlaku regulacji odpowiadajacej za procesy
zwiézane z programowang S$miercig komorek.

4. Chromosomy pfici

U nielicznych gatunkow przejscie od hermafrodytyzmu do dwupiennosci byto
nastepstwem obecnosci wyspecjalizowanych chromosomoéw pici, ktére wyewolu-
owaly prawdopodobnie na skutek ograniczenia rekombinacji miedzy nowo powsta-
tym, zmutowanymi genami, odpowiadajagcymi za sterylno$¢ zenskich organéw ge-
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neratywnych w kwiatach meskich i sterylno$é precikowia w kwiatach zenskich. Stra-
tegia ta zapobiegata powstaniu zrekombinowanego potomstwa o kwiatach obu-
ptciowych, badz tez pozbawionych organéw generatywnych, a przy tym gwaranto-
wala wytwarzanie we wzajemnej proporcji liczbowej osobnikéw o kwiatach wy-
tacznie meskich lub tylko zenskich. Wymiane gendw miedzy chromosomami pici,
jak sie okazato, uniemozliwiata akumulacja inwersji wewnatrz materiatu genetycz-
nego jednego z homologow.

Mechanizmy odpowiedzialne za chromosomowe dziedziczenie pici sg podobne
w Swiecie roslin i zwierzat. U wiekszosci zbadanych roélin stwierdzono wystepowa-
nie homozygot XX o kwiatach zenskich oraz heterozygotycznych osobnikow XY
0 kwiatach meskich, zdolnych do produkowania meskich gamet. O meskiej hetero-
zygotycznosci $wiadczy znane od dawna zjawisko sporadycznego pojawiania sie
owocOw u osobnikow wyksztatcajagcych kwiaty precikowe, co wskazuje na ich po-
tencjalng zdolno$¢ do samozapylenia. jedynym znanym wyjatkiem od tej reguty jest
Fragaria elatior, u ktérej heterozygotami nie sg osobniki meskie, lecz zenskie.

Wsrod sekwencji gendéw w obrebie meskich chromosomow pici mozna wyodreb-
ni¢ trzy uniwersalne klasy: pierwsza, obejmujaca grupe aktywnych i rzadko dupliko-
wanych sekwencji, posiadajgcych homologiczne miejsca na terenie chromosomu X;
druga, o genach powielonych w wielu kopiach i pozbawionych swych funkcjonal-
nych homologéw, oraz trzecia, nie odpowiadajgcg zadnemu z dwoch wymienionych
profiléw.

Stosunkowo miody wiek chromosoméw pici u roélin dwupiennych, czyni je
szczegOlnie uzytecznym obiektem badar nad wczesnym etapem proceséw, ktore
odpowiadaja za obecng strukture meskiego chromosomu Y. Dostepno$¢ blisko spo-
krewnionych gatunkow roslin, ktérych chromosomy maja sktad genowy bardziej lub
mniej zblizony do genotypu wspélnego przodka, umozliwia prze$ledzenie kolej-
nych etapow ewolucji grup gendw, ktére odpowiadaja za rozwdj organéw genera-
tywnych.

Nie podlega dyskusji fakt, ze kazdy region zawierajacy loci odpowiedzialne za
determinacje pici, pierwotnie posiadat odpowiadajaca mu sekwencje w obrebie
chromosomu homologicznego, stad tak istotne jest badanie stopnia homologii mie-
dzy sekwencjami obydwu chromosomow pici u roslin dwupiennych. Niestety, nadal
wielu markeréw genetycznych zwigzanych z chromosomami X i Y nie zidentyfiko-
wano, co uniemozliwia okreslenie, jaka ilos¢ loci potozonych na zeriskim chromoso-
mie pici posiada homologiczne sekwencje w obrebie chromosomu Y, a jaka takich
miejsc nie posiada. Izolacja DNA specyficznego dla kwiatéw meskich nie doprowa-
dzita do odkrycia genéw determinujgcych pte¢ u badanych gatunkéw, co moze hy¢
spowodowane faktem, ze ustalenie sie ptci ma miejsce juz na bardzo wczesnym eta-
pie rozwoju organéw generatywnych. Ekspresja wyizolowanych i specyficznych dla
danej pici gendw jest, jak sie wydaje, efektem wtérnym, ktory niewiele moze nam
powiedzie¢ o zachodzacych wczesniej mechanizmach odpowiedzialnych za uaktyw-
nienie wiasciwego ‘przetgcznika’ molekularnego.
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Wdwczas gdy wyodrebnienie chromosoméw pici od pozostatych struktur auto-
somallnych sprawia trudnosci, wniosek o ich obecnosci- lub o ich braku w genomie
rosliniy, mozna oprze¢ na podstawie obliczeh genetycznych. Wykrycie specyficznych
sekw(encji DNA wystepujacych wytacznie u osobnikéw meskich, moze $wiadczy¢
0 obecnosci heterochromosoméw, ktorych nie zidentyfikowano przy uzyciu metod
cytologicznych, lub o istnieniu okreslonego genu autosomalnego, odpowiedzialne-
go za wyksztatcenie sie cech meskich. Prawdopodobienstwo obecnoéci heterochro-
mosomow uznano w przypadku Hippophae rhamnoides, Dioscorea tokom, Carca
papaya. Asparagus i Actinidia. Rozwigzanie alternatywne, w ktérym zaktada sie usytu-
owanie pojedynczego loci w obrebie homologicznej pary chromosomow przyjeto
dla Atriplex garettii. ‘Ewidentne’ chromosomy pici zdotano stwierdzi¢ tylko w przy-
padku szesciu rodzin, reprezentujacych osiem gatunkéw. W rodzinie Cannabidaceae,
jedynie trzy gatunki Humidus lupulus, H. japonicus i Cannabis sativa odznaczajg sie
dwupiennoscia, przy czym pteé ustalana jest we wszystkich trzech przypadkach na
podstawie proporcji, jaka wystepuje miedzy liczbg chromosoméw X i autosomoéw.
Na uwage zastuguje fakt, ze u przedstawicieli gatunku H. lupulus (2n = 20) chromo-
som zenski przewyzsza rozmiarami swéj meski odpowiednik, co stanowi odstep-
stwo od obserwowanej powszechnie reguty (25).

W rodzinie Cucurbitaceae zjawisko dwupiennosci wystepuje u kilku gatunkow,
lecz tylko u jednego z nich (Coccinia indica) stwierdzono w petni wyksztatcone chro-
mosomy pici X i Y. W rodzinie Lorantliaceae do dwupiennych nalezg gatunki Visciim,
0 chromosomach podlegajacych réznego typu rearanzacjom materiatu genetyczne-
go, odpowiedzialnych za wyksztatcanie sie pici. Phoenix dactylifera jako jeden
z przedstawicieli rodziny palm odznaczajacy sie dwupiennoscia, posiada chromoso-
my pici, przypuszczalnie typu XX / XY (23).

Sekcja Acetosa wewnatrz rodzaju Rumex (Polygonaceae) liczy ponad dziesie¢ ga-
tunkéw o systemie determinacji pici podobnym do stwierdzonego u Drosophila
[ Caenorhabditis elegans, (opartego na stosunku liczby chromosoméw X wzgledem
autosomoéw). Osobniki zenskie posiadajg genotyp XX, natomiast meskie- XY1Y2
(2n = 14 i 2n = 15); rosliny diploidalne o genotypach XXY i XXY]Y2 wytwarzajg
kwiaty zenskie. W przypadku poliploidéw o pici roslin decyduje wspomniana pro-
porcja chromosoméw X w stosunku do liczby chromosomow autosomalnych. jezeli
wynosi ona 1,0 lub wiecej, wowczas wyksztatca sie roslina o kwiatach zenskich, na-
tomiast przy proporcji réwnej 0,5 lub mniejszej - osobnik meski. Inna mozliwos¢
dotyczy wartosci posrednich miedzy 0,5 a 1,0 i odpowiada za powstanie fenotypu
0 kwiatach obupiciowych (26). Obecnos¢ lub brak chromosomu Y nie wptywa na
ekspresje fenotypu pici, jest to bowiem struktura znacznie zdegenerowana, na co
wskazuje spiralizacja chromatyny, widoczna podczas interfazy. Prawdopodobnie
jednak obecno$¢ chromosomu Y zapewnia prawidtowy przebieg segregacji chromo-
somow w mejozie. Wprawdzie eksperymenty polegajace na trawieniu chromosomu
Y DNazg ujawnity sygnaty swiadczace o jego transkrypcyjnej aktywnosci (26), jednak
mogtly one pochodzi¢ z obszar6w zajmowanych przez powtarzalne sekwencje DNA
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0 charakterze transpozonéw, rozproszone na terenie chromosomu. Na korzys¢ tej
ostatniej mozliwosci dodatkowo przemawiajg zaréwno wysoka czestotliwo$é wy-
stepowania réznego typu rearanzacji w materiale genetycznym u Rumex, jak i zakres
réznorodnosci morfologicznej chromosomu Y. U R. hastatulus, ktorego system chro-
mosomow pici rozwingt sie niezaleznie od modelu typowego dla sekcji Acetosa,
w ekspresje fenotypu pici zaangazowane sg obydwa chromosomy piciowe. Fakt, ze
niektére sposréd mutacji w obrebie chromosomu X nie sg maskowane u meskich
przedstawicieli tego gatunku dowodzi, iz sa one homozygotami, przynajmniej wo-
bec genbéw, w ktérych zachodzi okre$lona mutacja (27).

Gatunki Silene latifolia (bniec biaty) i S. dioica (bniec czerwony), ktére ze wzgledu
na duzy stopien pokrewienstwa moga wytwarza¢ ptodne hybrydy miedzygatunko-
we, sgjedynymi gatunkami w obrebie liczacego 500 gatunkéw rodzaju Silene, kto-
re posiadajg chromosomy pici (meski Y i zenski X). Chromosomy pici w rodzinie
Caryophyllaceae zostaty najtepiej zbadane wiasnie u S. latifolia. U tego gatunku, po-
mimo wczesnego rozwoju stupkowia w kwiatach meskich, jak i precikowia w zen-
skich, rozwdj tych struktur dos$¢ szybko podlega zahamowaniu, co daje kwiaty funk-
cjonalnie jednoptciowe (28). W sktad genomu u Silene wchodzi podwdéjny garnitur
jedenastu autosomow oraz dwa, wyrdzniajace sie pod wzgledem wielkosci, chro-
mosomy pici. Osobniki meskie zawierajg submetacentryczny chromosom X i meta-
centryczny chromosom Y, zenhskie natomiast odznaczajg sie para submetacentrycz-
nych chromosomoéw X. Niezaleznie od stopnia ploidalnosci danej rosliny, wy-
ksztatcenie cech meskich uwarunkowane jest obecnoscia przynajmniej jednej kopii
chromosomu Y. Interesujacy jest fakt, czynno$ciowej dezaktywacji jednego z dwoch
zenskich chromosomoéw pici, ktéra - podobnie jak ma to miejsce w przypadku
cztowieka - dokonuje sie na drodze hipermetylacji DNA (29,30).

Analiza nastepstw delecji w obrebie chromosomu Y u S. latifolia oraz S. dioica wy-
kazata, ze w chromosomie pici meskiej mozna wyrdznié trzy funkcjonalne regiony:
odpowiedzialng za sterylizacje organéw zenskich sekwencje Su* oraz dwie pozo-
state; mI i My, odpowiadajace za wczesny i pézny rozwoj kwiatéw meskich. Oczy-
wiscie, zaden z trzech wymienionych regionéw nie wywiera pozytywnego wptywu
na rozwoj zenskich organéw reprodukcyjnych, poniewaz wszystkie geny zaanga-
zowane w ten proces, zlokalizowane sg na terenie chromosomoéw X oraz autoso-
mow. Stosujgc inne kryteria podziatu, w chromosomie Y wyrdzniono specyficzny
NPR (ang. Non Pairing Region) oraz mniejszy, pseudoautosomalny region PAR, zloka-
lizowany na wierzchotku ramienia g. Rekombinacja miedzy chromosomami pici
ograniczala si¢ jedynie do drugiego, wymienionego obszaru (31). Badanie kariotypu
S. latifolia daje wglad we wczesne etapy ewolucji chromosomow pici, ktore rozeszty
sie stosunkowo niedawno. Trudno w tym przypadku méwic o funkcjonalnym zinte-
growaniu chromosomu Y jako catosci, bowiem mozna na nim wyrézni¢ wylacznie
geny z klasy pierwszej (tzn. posiadajgce homologiczne odcinki w obrebie chromoso-
mu X). Wprawdzie cytogenetyczne i molekularne analizy przeprowadzone na her-
mafrodytycznych i aseksualnych mutantach z delecjami wewnatrz chromosomu Y
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sugerujg obecno$¢ przynajmniej trzech zlokalizowanych w jego obrebie gendw,
ktére sg zaangazowane w roznicowanie i rozwdj meskich organéw piciowych, jed-
nak dowiedziono, ze sposrdd wszystkich gendw ulegajacych specyficznej ekspresji
w kwiatach meskich S. latifolia (>50) zaledwie dwa sg potencjalnie zlokalizowane
w rejonie meskiego chromosomu pici (32).

W odréznieniu od genomu cztowieka, chromosom pici u meskich przedstawicie-
li S. latifolia znajduje sie na stosunkowo wczesnym etapie degradacji. W przeprowa-
dzonych eksperymentach z uzyciem techniki C-banding potgczonej z analizg stopnia
metylacji wykazano, ze struktura chromosomu Y jest w gtéwnej mierze euchroma-
tyczna, z wyjatkiem centromerycznego i subtelomerycznego DNA (24,30). Zawiera
on stosunkowo wiele aktywnych gendéw, mimo ze przytoczone wyniki sg przejawem
dziatalnosci transpozonow. Procesy, ktore zachodzity w trakcie ewolucji meskiego
chromosomu pici u 5. latifolia i S. dioica nie ograniczyty jego wielkos$ci; przeciwnie,
jest on znacznie dtuzszy od swojego zeriskiego homologa. Przyczyng tego, jak sie
zaklada, jest nagromadzenie znacznych ilosci powtarzalnych sekwencji DNA. Za
funkcjonalng degradacjg chromosomu Y przemawia fakt, ze nie stwierdzono potom-
stwa osobnikéw o genotypie YY, nie stwierdzono réwniez istnienia androgynicz-
nych haploidéw o pojedynczym chromosomie Y (30). Zachwianie proporcji pici na
korzys¢ osobnikéw zenskich w populacjach S. latifolia i Riiinex acetosa, jak rowniez
u innych gatunkow, wigze sie z faktem, ze nasiona zawierajace zarodki z chromoso-
mem Y kietkujg wolniej i rozwijajg sie stabiej, niz nasiona z zarodkiem posiadajgcym
pare chromosomoéw X. Wskazuje to na czesciowg utrate funkcjonalnosci gendw
lezagcych w obrebie chromosomu Y. Argumentu, przemawiajgcego za degeneracjg
chromosomu Y u dwupiennych przedstawicieli rodzaju Silene dostarczyty wyniki po-
miarOw zmiennosci lezacej w jego obrebie sekwencji SIY1&4 wzgledem homolo-
gicznych fragmentéw na chromosomie X {SIX]8i4). Na podstawie tych wynikoéw wy-
kazano, ze w przypadku sekwencji SIYl obserwuje sie mniejsze zréznicowanie niz
w przypadku homologicznego genu SIX1, co moze $wiadczy¢ o postepujacej dege-
neracji chromosomu meskiego w obrebie badanego regionu (33).

5. Markery ptci u Salix viminalis

Plantacje Salix viminalis ztozone z meskich osobnikéw przynosza wyzsze plony
mierzone wielkoscig przyrostu suchej masy drewna. Poniewaz u dwupiennych roslin
wieloletnich trudno okresli¢ pte¢ osobnika w okresie poprzedzajagcym jego repro-
dukcyjng dojrzatosc (co trwa 5-10 lat), stosunek pici w nowo zakladanych uprawach
wierzb ma charakter losowy. W przysztosci planowa gospodarka w monokulturach
wierzbowych zostanie oparta na znajomosci sekwencji genomowych okre$lonej pici
i odpowiedni dobdr sadzonek. Metoda regulacji hormonalnej w sterowaniu plcig
w przypadku wierzb czy topoli nie znajduje zastosowania; bowiem ich trwaty dy-
morfizm plciowy wykazuje stalg segregacje pici, niezaleznie od stymulacji zwigzka-
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mi chemicznymi typu fitohormonow. Chociaz w populacjach Salix sp. lub Populus sp.
odnotowano odchylenia w segregacji pici na korzys¢ osobnikéw zerskich, a nawet
sporadyczne pojawianie sie osobnikéw o kwiatach obuptciowych, to zmiany te, sg
przejawem czynnikéw dziedzicznych, nie abiotycznych.

U dwupiennych przedstawicieli rodziny Salicacae mechanizmy regulujace rozwéj
okreslonej pici nie zostaty poznane, a badania hybrydéw Populus trichocarpa x Populus
deltoides nie dostarczyty dowoddw na istnienie u topoli wyodrebnionych chromoso-
mow pici. Stwierdzono réwniez, ze u Salix viminalis (2n = 38) nie wystepuja hetero-
chromosomy (34). W zaproponowanym roboczym modelu dziedziczenia pici, zato-
zono istnienie dwoch gendéw wspotdziatajacych ze sobg epistatycznie, posiadaja-
cych po cztery allele, przy czym locus hipostatyczny zawiera allele ml \ m2 warun-
kujace rozwdj cech meskich oraz dwa inne,// ij2, ktore stymuluja rozwoéj kwiatéw
zenskich. Niektére z tych alleli moga ttumié fenotypowy przejaw innych alleli,
zwlaszcza wobec zaistniatej hierarchii: fl >m1 >J2>m2. Drugi locus, cze$ciowo epi-
statyczny wzgledem poprzedniego; zawiera allele SI, S2, S3 i S4, ktérych genotypy
__S/S/, __SIS2 i SIS3 sg recesywne w stosunku do pierwszego locus. Z kolei
genotypy  S/S4, S2S2,  S2S3, S3S3 i__ S254 dajg potomstwo zenskie,
niezaleznie od pozostatego uktadu alleli, natomiast genotypy _ S35S4 i__ S4S4 po-
woduja wyksztatcenie sie cech meskich (34). Modet ten stanowi jedng z kilku propo-
zycji wyjasniajacych odchylenia w dziedziczeniu pici u wierzb.

Badania z zastosowaniem metod BSA (ang. Bulked Segregant Analysis) i RAPD
umozliwity wyodrebnienie dwdch genetycznych markeréw oskrzydlajacych rejon
SDL-1l, odpowiedzialny za wyksztatcenie organdw zenskich w kwiatach wierzby.
Uzywajac 380 przypadkowo dobranych, 10-nukleotydowych starteréw, z ktérych
354 dato okreslone produkty w postaci namnozonych sekwencji DNA, 285 z nich
namnazato S$rednio 3,8 sekwencji, co dato w przyblizeniu 1080 polimorficznych
fragmentéw DNA. Na tak wielkg liczbe sekwencji tylko jeden marker, UBC 354560.
(5-CTAGAGGCCG -3' i okoto 560 bp), byt scisle zwigzany z loci determinujgcym ptec
u wierzby. Poniewaz wsrdd losowego tysigca sekwencji RAPD (Srednio 57 sekwencji
na kazdy chromosom) zidentyfikowano tylko jeden marker jednoznacznie okres-
lajacy pte¢ osobnika, mozna przypuszcza¢, ze rejon chromosomalny kontrolujacy
réznicowanie pici u wierzby skupia niewielka liczbe genéw lub tez zajmuje stosun-
kowo matg powierzchnie (33). Dane te poddajg w watpliwos¢ istnienie wyroznico-
wanych (zaawansowanych ewolucyjnie) chromosoméw pici u Salix viminalis przy
zatozeniu, ze istnieje zwigzek miedzy markerem UBC 354560 a rejonem zlokalizowa-
nym w obrebie jednego z autosoméw, co determinuje wyksztatcenie sie u danego
osobnika cech zenskich. W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw, autorzy
tego modelu zaktadajac istnienie dwdch, oddziatujacych ze sobg epistatycznie loci,
wprowadzili drobne, lecz niezbedne korekty. Dla wiekszej przejrzystosci obydwa
wspomniane loci oznaczono A i B, a poszczegdlne allele dla kazdego z nich ozna-
czono odpowiednio Al, A2, A3, A4 oraz BI, B2, B3, B4, przy czym allel Al korespon-
duje z miejscem, do ktérego wigze sie interesujacy nas marker UBC 354560- Pomie-
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dzy loci A i B zachodzg nastepujace interakcje: genotypy__ BIBI i__ B3B3 dajg po-
tomstwo zenskie, natomiast kombinacje alleli__ B1B3 i__ B4B4- osobniki meskie.
Genotyp___ B1B2 odpowiada za cechy zenskie, z wyjatkiem dwdch wariantow:
A2A4B1B2 i A3A4B1B2, stymulujacych rozwoj cech meskich. Osobniki posiadajace
genotyp__ B1B4 wyksztatcajg kwiaty zenskie, z wyjagtkiem uktadu: AIA3B1B4. Geno-
typ __ B2B3 réwniez daje ple¢ zeriska, lecz w tym przypadku wystepuja pewne od-
stepstwa od reguty w postaci wariantow A2A4B2B3 i A3A3B2B3. U osobnikéw z ge-
notypem __ B2B4 wyksztatcajg sie cechy zeriskie, wyjawszy kombinacje A3A4B2B4.
Z kolei genotypy _ B2B2 dajg okazy o kwiatach meskich, z wyjatkiem dwu uktadéw
alleli: Al_ B2B2 i A2_ B2B2. Z pozostatych czterech wariantow dwa: A1A2B3B4
i AlA3B3B4 stymulujg rozwoj kwiatdw meskich, natomiast dwa pozostate:
A2A3B3B4 i A3A3B3B4- zenskich. W zwiazku z drobnymi odchyleniami w oczekiwa-
nej proporcji ptci u potomstwa mieszaricowego, istnieje koniecznos¢ wprowadzenia
dalszych poprawek do tak zmodyfikowanego modelu, ze wzgledu na obecnos¢ ak-
tywnych gendw cytoplazmatycznych, wywierajacych wptyw na ekspresje genow ja-
dra komoérkowego we wczesnym etapie zarodkowym (34).

Na podstawie sredniej czestotliwosci, z jakg zachodzi zjawisko crossing-over mig-
dzy interesujgcymi nas genami oszacowano wstepnie, ze odlegto$¢ dzielgca na ma-
pie odpowiedniego chromosomu marker UBC 354550 od loci determinujacego ptec
u wierzby (SDL-11) moze wynosi¢ okoto 1,6-1,1 c¢M. Biorac pod uwage bliskie pokre-
wienstwo taksonomiczne miedzy rodzajami Salix sp. i Populus sp., wyrazajace sie
m.in. jednakowsg liczbg chromosoméw (In = 19) oraz wiedzac, ze dystans jednost-
kowy na mapie chromosomowej u topoli wynosi $rednio 180 kb/cM ocenia sieg, ze
UBC 354560 oddalony jest od jednego z dwdch loci determinujacych pte¢ u Salix
viminalis przynajmniej o okoto 260 kb (33). Drugi sposréd zidentyfikowanych marke-
réw pici wierzby, OPAE08]300, zostat wyodrebniony przy zastosowaniu metod, uzy-
wanych podczas identyfikacji polimorficznego fragmentu UBC 35456q. Takze w tym
przypadku liczba starteréw uzytych w reakcji RAPD oscylowata w granicach tysigca
(953), z czego 773 wykorzystano w amplifikacji okreslonych sekwencji genomo-
wych. jedynym fragmentem segregujacym Scisle wedtug kryteriow wymaganych dla
loci zwigzanych z picig wierzby byt mierzacy niespetna 1,3 kb produkt startera o na-
zwie AEO08. Ponizej przedstawiono krétka charakterystyke poréwnawczg obydwu in-
teresujacych nas fragmentéw:

Sekwencja DNA pochodzaca z klonowanego fragmentu RAPD UBC354560 miata
dtugos¢ rowng w przyblizeniu 549 bp i zawierata 424% G -f C (A = 190; C = 84;
G = 149; T = 126). 20-nukleotydowy przedni odcinek starterowy (5-GAGAGGGA-
GGGAGATTTAAG-3)) oraz drugi, 22-nukleotydowy i zamieszczony z przeciwnej stro-
ny (5-CGCCGTAGCAGATTGTTAATCAC-3j, wykorzystano w celu uzyskania ostatecz-
nego produktu- 520-bp markera DNA oznaczonego jako SCAR UBC354560. W przy-
padku polimorficznego fragmentu RAPD OPAEO08]3qo tgczna ilos¢ zawartego tu RNA
mierzyta 1271 bp, a tgczny stosunek par zasad G -- C wynosit 27,9% (A = 478;
C = 163; G = 191; T = 439). W wyniku sekwencjonowania tego materiatu wyselek-
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cjonowano z niego 20-nukleotydowy starter (5-TGGTTAGGTGTCGTGATGGA-3’) oraz
odpowiadajacy mu odcinek o tej samej liczbie nukleotydéw zamieszczony po prze-
ciwnej stronie sekwencji RAPD (5-CAATCCACAATGCTTTTGA-3'), ktére wykorzysta-
no w celu amplifikacji 780-kb ostatecznego produktu - markerowego odcinka DNA
nazwanego SCAR OPAEOSyso (35).

W badaniach przeprowadzonych na réznych klonach Salix viminalis stwierdzono,
ze obydwa wymienione markery SCAR wykazujg dla fenotypow pici u wierzby segre-
gacje w stosunku 1:1, przy niewielkich tylko odchyleniach (34). Na podstawie $red-
niej czestotliwosci, z jaka zachodzita rekombinacja miedzy interesujacymi nas se-
kwencjami DNA udato sie z duzym prawdopodobienstwem wyliczy¢ zaréwno dy-
stans oddzielajacy obydwa markery SCAR, jak rowniez odlegto$¢, od determinu-
jacego ptec loci SDL-Il. Wstepne oszacowania wskazuja, ze SCAR UBC354520 lezy
w odlegtosci 2,7-1,5 ¢cM wzgledem SDL-Il, czyli nieco blizej niz SCAR OPAEQSygo.
ktéry jest od niego oddalony o okoto 3,3-1,9 cM. Dystans dzielagcy obydwa markery
,,0skrzydlajace” locus SDL-Il wynosi 4,4-2,1 cM (35).

Chociaz podstawowa liczba chromosoméw (n = 19) u rodzaju Salix jest iden-
tyczna jak u Populus - niezaleznie od faktu, ze wykazuje ona w rodzinie Salicaceae
silne tendencje do ploidyzacji - to jednak zawartos¢ DNA u diploidalnej wierzby
waha sie w granicach 0,76-0,98 pg, co stanowi znacznie mniejszg ilo$¢ niz 1,2-1,3
pg ilosci DNA u topoli. Na podstawie $redniej wartosci jednostki mapowej 180
Kb/cM dla gatunku Populus trichocarpa szacuje sie, ze obydwa markery SCAR dzieli
odlegto$¢ mieszczaca sie w zakresie 414-1170 kb. jest to rozpieto$¢ zbyt duza dla
zastosowania metody zwanej ,,chodzeniem po chromosomie”, dlatego metodyczne
ustalanie sekwencji kolejnych markeréw SCAR, ktore lezag w obrebie loci SDL-II jest
mato mozliwe do zrealizowania (35).

Odkrycie molekularnych markeréw zwigzanych z rozwojem osobnikéw o kwia-
tach zenskich u Salix viminalis przemawia na korzy$¢ hipotezy, ze determinacja pici
u wierzby zachodzi przy udziale jednego lub tez wiekszej liczby loci zlokalizowanych
w obrebie autosoméw. Zwigzek molekularnych markeréw z rozwojem organéw ge-
neratywnych zenskich mogtby sugerowaé dwie mozliwosci: dziedziczenie odpowied-
nich sekwencji DNA wraz z meskim chromosomem pici lub tez Scisty zwiazek z ge-
nem determinujgcym rozwdj zenskich cech. Eakt, ze w liczbie starteréw, ktéra prze-
kraczata dwa tysigce, znalazly sie tylko dwa, u ktérych wykazano $cistg zaleznos¢ od
ptci osobnika daje mocny argument przemawiajacy za brakiem chromosomoéw pici
u przedstawicieli rodziny Salicaceae. Udato sie ponadto wykaza¢, ze obydwa markery
ptci moga by¢ dziedziczone zaréwno drogg ojcowska jak i mateczna.

6. Podsumowanie

Wsrod 240 000 gatunkéw okrytonasiennych gatunki dwupienne stanowig tylko
6%. Dwupienno$¢ przejawia sie z niejednakowsq czestotliwoscig w rodzinach takich
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jak: Menisperniaceae, Myristicaceae, Euphorbiaceae, Moraceae, Cucurbitaceae, Anacardiaceae
i Urticaceae, wykazujac wyzsza frekwencje u dwulisciennych niz u jednolisciennych,
co koreluje z cechg wieloletniego przyrostu, wiatropylnoscig czy zaptodnieniem
przy udziale wody, powszechnym wsrdd gatunkéw klimatu tropikalnego. Badania
nad dwupiennoscig ograniczajg sie gtownie do gatunkow, ktére majg szczegOlne
znaczenie dla gospodarki: {Asparagus officinalis, Rubus chamaemoriis, Phoenix dactylifera,
Cannabis saliva, Humulus lupulus Actinidia deliciosa, Visciim album, Carica papaya, Pistacia
vera, Dioscorea spp., Spinacia oleracea. Piper longum, Hippophae rhamnoides, Solix spp.
i Populus spp.). Dlatego poszukiwane sg metody wczesnej identyfikacji pici, nie-
zmiernie wazne w przypadku roslin zenskich, uprawianych dla owocéw lub nasion
(chmiel zwyczajny, daktylowiec, melonowiec, pochrzyn, drzewo pistacjowe, malina
moroszka, rokitnik oraz uprawiana dla owocOw kiwi Actinidia). Rzadziej faworyzo-
wane sg osobniki meskie np. pieprz indyjski, a takze topole i wierzby, u ktérych
osobniki meskie odznaczajg sie szybszym wzrostem plonu suchej masy drewna.
Opracowane juz metody detekcji, a takze przyszte rozwigzania umozliwig pomysine
rozwigzanie licznych zagadnien zwigzanych z dwupiennoscia.

Praca wykonana w ramach grantu R 1206103 przyznanego przez MNiSW na lata 2008-2010.
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