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METODY BIOLOGII MOLEKULARNEJ W BIOSYSTEMATYCE ROSLIN

WSTEP

Wiele sie zmienito od wprowadzenia w roku 1943 przez Camp a
i Gilly’ego [9] definicji biosystematyki. Terminem tym autorzy
okreslali raczej waska dziedzine badan. Biosystematyka, czyli inaczej eks-
perymentalna taksonomia, w swoich poczatkach wykorzystywata badania
kariologiczne, embriologiczne i eksperymentalne (rézne typy krzyzowan
miedzyrodzajowych i miedzygatunkowych)jako Zrodta dodatkowych informacji
(obok morfologiczno-anatomicznych). Badania kariologiczne koncentrowaty sie
wowczas gtownie na ustalaniu liczby chromosoméw, a co sie z tym wigze na
okreslaniu poliploidéw i aneuploidéw. Z danych embriologicznych, szczeg6lnie
przydatne dla biosystematyki okazaty sie informacje dotyczace sposobu koniu-
gacji chromosomow w mejozie oraz typow rozmnazania (gtownie dotyczyto to
apomiksji, czyli innego niz seksualny sposobu rozmnazania). W roku 1969 na
Miedzynarodowym Kongresie Botanicznym w Seattle, Wa gner [80] pod-
sumowujac osiggniecia biosystematyki stwierdzit, iz te dodatkowe dane do-
tyczace poliploiddw, mieszaricéw i innych sposob6w rozmnazania to tylko tzw.
»Szum ewolucyjny” (evolutionary noise). Gtéwne mechanizmy ewolucji dziatajg
na poziomie diploidalnym u organizmoéw rozmnazajgcych sie seksualnie.

Dzisiaj, z perspektywy ponad 20 lat, nikt nie ma watpliwosci, ze wspotczesna
taksonomia odbiega od utartego schematu dawnej klasycznej taksonomii,
opierajacej sie gtébwnie na cechach morfologiczno-anatomicznych, a staje sie
nauka korzystajagcg z informacji dostarczanych z réznych dziedzin biologii,
poczawszy od anatomii i morfologii, poprzez dane kariologiczne, embriologiczne
czy wreszcie biochemiczne (tab. 1). O tym, jak zmienity sie metody badan,
najlepiej Swiadczg referaty prezentowane na miedzynarodowych sympozjach
biosystematyki roslin odbywajacych sie co trzy lata [34, 46, 79].

Najnowsze techniki badan stosowane w biosystematyce oparte sa gtéwnie na
analizie DNA jadrowgo (gtéwnie rDNA) oraz DNA organelli komorkowych.
Coraz wieksze zastosowanie w rozwigzywaniu skomplikowanych probleméw
natury taksonomicznej i ewolucyjnej znajduje analiza zmiennosci chloroplas-
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Tabela 1

Cechy genomu brane pod uwage w biosystematyce ros$lin (wg G rant a (1987) [w:]
Urbanska [79])

Cytogenetyczne Molekularne
1. Liczba chromosoméw 1. 1lo$¢ DNA (ustalona dla catego geno-
a) gametyczna (n) mu, lub chromosomu)
b) genomowa (x) 2. llos¢ unikatowych i powtarzajacych sie
c) poliploidalna sekwencji w genomie; sekwencje ko-
d) aneuploidalna dujace i niekodujace; zmiennos¢
2. Kariotyp rDNA
a) wewnatrzkomorkowe przestrzenne 3. Hybrydyzacja DNA-DNA,
rozmieszczenie chromosomoéw DNA-RNA
b) zmienno$¢ kariotypu 4. Mapy restrykcyjne sekwencji DNA
¢) mutacje chromosomoéw jadrowego i genoméw organelli
d) B-chromosomy komérkowych

3. Morfologia chromosomoéw
a) heterochromatyna
b) centromery
c) przewezenia wtorne i satelity
d) wzory prazkowe
4. Koniugacja chromosomoéw w mejozie
a) frekwencja chiazm
b) asynapsis-desynapsis

Tabela 2

Metody biologii molekularnej w biosystematyce roslin (wg C 1e g g a i wsp.
[11], zmienione)

Analiza genéw/genomu Stosowane metody

1. DNA chloroplastéw (cpDNA) Analiza restrykcyjna

cpDNA geny-rfccL Analiza sekwencji
2. DNA mitochondriéw (mtDNA) Analiza restrykcyjna
3. rDNA- odcinki DNA kodujace Analiza restrykcyjna

rybosomalny RNA i analiza sekwencji
4. Powtarzajace si¢ sekwencje DNA

a) Knob heterochromatyna Analiza sekwencji

b) geny CAB Analiza sekwencji

c) geny rbcS Analiza sekwencji
5. Unikatowe sekwencje genéw Analiza restrykcyjna

lowego DNA (cpDNA) oraz mitochondrialnego DNA (mtDNA). W ciagu
ostatnich 10 lat nastgpit duzy postep wtechnikach badan, stwarzajgc mozliwosci
poréwnywania nie tylko catych genomoéw, ale pojedynczych genéw, czy nawet
tylko pewnych odcinkéw genu (tab. 2). Zastosowanie metod biologii molekular-
nej pozwala na lepsze zrozumienie proceséw mikroewolucyjnych, na ustalenie
przyczyn zmiennosci roslin, wykrywanie zmiennosci ukrytej oraz powigzan
filogenetycznych w obrebie réznych grup roslin i na roznych poziomach
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taksonomicznych. Ponadto mozliwo$¢ ekstrahowania i analizowania DNA
pochodzacego z kopalnych szczatkdw roslinnych i zwierzecych otwiera nowe
perspektywy dla paleobotaniki i paleozoologii.

METODY BADAN | ICH ZASTOSOWANIE

A. METODA ELEKTROFOREZY ENZYMOW (ANALIZA ZMIENNOSCI ALLOENZYMOW IIZOENZYMOW)

Metody polegajace na elektroforetycznym rozdziale enzyméw znalazty
zastosowanie gtéwnie w badaniach populacyjnych na poziomie gatunku i pod-
gatunku, czyli przy analizowaniu procesow mikroewolucyjnych zwigzanych
z roznymi systemami kojarzeh w populacjach, z migracjami oraz hybrydyzacja.
Zastosowanie metod analizy enzymdw pozwala na wykrycie lokalnego zrézni-
cowania w populacjach roslinnych oraz stwarza mozliwosci ustalenia jego
przyczyny. Natomiast znaczenie omawianych metod jest wyraZznie mniejsze przy
ustalaniu powigzan filogenetycznych na wyzszych poziomach taksonomicznych.
Sposrod licznych prac przeglagdowych dotyczacych zastosowania i wykorzy-
stania w biosystematyce roslin informacji dotyczacych zmiennos$ci enzymoéw na
podkreslenie zastuguja nastepujace opracowania: Brown [6], But h [8],
Crawford [13], Ferguson [22], Gottlieb [28, 30, 31],
Hillis [39], Hurka [42], Soltis i Soltis [70],
Stoneburner iwsp. [73]

B. ANALIZA DNA

Analiza DNA dostarcza najbardziej bezposrednich informacji genetycznych,
atym samym stwarza mozliwo$¢ ustalenia Scistego pokrewienstwa genetycznego
miedzy taksonami. Do badan biosystematycznych wykorzystuje sie zaréwno
DNA jadrowy, jak réwniez pozajadrowy, gtdwnie DNA chloroplastéw (cpDNA)
i mitochondriow (mtDNA). Ro6zne typy komoérkowego DNA analizuje sie
stosujac najczesciej dwie podstawowe metody: 1) analize restrykcyjna, bedaca
posredniag metodag analizy DNA, oraz 2) bezposrednig analize DNA z za-
stosowaniem metod sekwencjonowania. Obydwie metody zmierzajg do zbada-
nia nie poznanych dotagd prawidtowych sekwencji w DNA ros$linnym, jak
rowniez do wykrycia r6znego typu mutacji.

Analiza restrykcyjna polega na uzyskaniu fragmentéw nici DNA przez
zastosowanie enzymow restrykcyjnych (kazdy enzym ,,rozpoznaje” okreslong
sekwencje nukleotyddw wtancuchu DNA). Uzyskane w wyniku ciecia enzymami
odcinki DNA poddaje sie elektroforezie na zelu agarozowym, a nastepnie
hybrydyzacji z radioaktywnymi sondami molekularnymi wg Southerna. Analiza
prazkéw widocznych na autoradiogramie pozwala na dokonanie poréwnan
pomiedzy osobnikami danego gatunku czy miedzy réznymi gatunkami

Analiza sekwencji nukleotyddéw w tancuchach DNA dostarcza najbardziej
precyzyjnych informacji dotyczacych zmian zachodzacych w DNA w toku
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ewolucji. Najnowsze techniki badan pozwalajg na sekwencjonowanie pojedyn-
czych genéw czy nawet fragmentow genu. Powszechnie dzisiaj stosowana
metoda enzymatycznej amplifikacji (powielania) in vitro genéw (PCR — Polyme-
raze Chain Reaction) pozwala na bardzo szybkie powielanie pojedynczych
wybranych genow (stosujgc te metode omija sie dtugi proces klonowania).
W reakcji tej, z uzyciem syntetycznych oligonukleotydowych primeréw kom-
plementarnych do sekwencji flankujgcych wybrany odcinek DNA oraz polime-
razy DNA, nastepuje szybka synteza kilkuset tysiecy kopii danej sekwencji.
Produkty reakcji moga by¢ nastepnie analizowane metodami elektroforezy
w zelach, trawienia enzymami restrykcyjnymi lub bezpos$redniego sekwenc-
jonowania. Metoda ta znalazta szerokie zastosowanie w genetyce cziowieka,
a otwiera rowniez nowe mozliwosci dla badan biosystematycznych [11].
Pozytywne rezultaty uzyskano stosujac technike PCR do amplifikacji frag-
mentéw DNA pochodzacego z kopalnych szczatkéw roslin i zwierzat. Stosun-
kowo niedawno dokonano amplifikacji genéw z tkanek zwierzecych po-
chodzacych sprzed 4— 13 tysiecy lat [60]. Sukcesem zakonczyly sie réwniez
badania nad chloroplastowym DNA (amplifikacji poddano gen rbcL kodujacy
duza podjednostke karboksylazy rybulozo-I,5-dwufosforanowej) wyizolowa-
nym z miocenskich szczatkbw kopalnych liscia Magnolia latahensis [26].
Poréwnanie kopalnych szczatkdw Magnolia z materiatem pochodzacym z kilku
obecnie zyjacych spokrewnionych taksonéw: Magnolia macrophylla, Liriodend-
ron tulipifera i Persea americanum wykazato duze pokrewienstwo materiatu
kopalnego z pozostatymi przedstawicielami Magnoliidae.

1 DNA jadrowy

a) satelitarny DNA.

Satelitarny DNA jest statym elementem genomu roé$lin, zwierzat
i cztowieka. Odcinki satelitarnego DNA zbudowane sg z wielokrotnie
powtarzajagcych sie sekwencji nukleotydéw i sg zlokalizowane w hetero-
chromatynie okotocentromerowej, rzadziej w telomerach. Satelitarny DNA nie
jest transkrybowany in vivo, a jego ilos§¢ moze sie waha¢ od 1—60%
(najczesciej kilka %) og6lnej wielkosci genomu i stanowi charakterystyczng
ceche danego organizmu. Metody biologii molekularnej (klonowanie, sekwen-
cjonowanie), pozwalajg na wydzielenie i analize powtarzajgcych sie sekwencji
w genomie roslin.

b) IDNA

U wiekszosci organizmow geny kodujace rybosomalny RNA wystepujg
wwielokrotnych kopiach wformie dtugich sekwencji tandemowych zlokalizowa-
nych wjednym lub w kilku loci chromosomu. Tworza one obszar organizatora
jaderkowego (NOR). Odcinki DNA kodujgce rRNA spotykane sg réwniez
w mitochondrialnym DNA oraz w chloroplastowym DNA, a geny w nich
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zawarte sg najczesciej wykorzystywane do badan filogenetycznych. Analiza
restrykcyjna, jak rowniez sekwencjonowanie odcinkow rDNA, wykazaty rézne
tempo ewolucji poszczeg6lnych jego rejonéw. Odcinki nietranskrybowane,
oddzielajace rejony kodujgce, majg tendencje do stosunkowo szybkich zmian
mutacyjnych, natomiast rejony kodujgce sg bardziej konserwatywne. Tak wiec
zmienno$¢ wewnatrzpopulacyjng, czy powigzania miedzy blisko spokrewniony-
mi gatunkami mozna wykry¢ analizujac niekodujace rejony rDNA, natomiast
w celu konstruowania filogenezy na wyzszych poziomach taksonomicznych
nalezy raczej poréwnywac wolniej ewoluujace, kodujace fragmenty rDNA [11,
45, 47, 66].

2. DNA pozajadrowy

a) DNA chloroplastéw (cpDNA)

U wiekszos$ci roslin okrytonasiennych genom ten wykazuje dziedziczenie
mateczne, natomiast u nagozalgzkowych jest wprowadzany przez organizm
ojcowski; istnieje rowniez pewna grupa roslin nasiennych, u ktérych obydwa
osobniki rodzicielskie wnoszag cpDNA. Chloroplastowy DNA jest fatwy do
izolacji, klonowania i ustalania sekwenciji, jest wysoce konserwatywny, czyli ma
ogromne znaczenie przy ustalaniu powigzan filogenetycznych na wyzszych
poziomach taksonomicznych [11, 56, 59, 71].

b) DNA mitochondriow (mtDNA)

Rosliny wyzsze majg najwiekszy genom mtDNA sposréd wszystkich or-
ganizmow eukariotycznych; na przyktad mtDNA Cucumis melo jest okoto 100
razy wiekszy od mtDNA cziowieka [11,14, 67]. Poniewaz stwierdzono, ze geny
zawarte w mtDNA ewoluujg w réoznym tempie, zastosowanie tego typu DNA
w badaniach ewolucyjnych jest stosunkowo szerokie i teoretycznie mozna
wykorzystywa¢ metody analizy mtDNA do rozwigzywania wiekszosci pro-
bleméw filogenetycznych. Badania mitochondrialnego DNA sg jeszcze stabo
wykorzystywane w biosystematyce roslin [14, 67], natomiast znalazly juz
szerokie zastosowanie dla $wiata zwierzecego. Podobnie jak w przypadku
chloroplastowego DNA, u wiekszosci roslin okrytonasiennych mtDNA jest
przekazywany linig zenska (dziedziczenie mateczne) [14, 53]. Specyficzny typ
dziedziczenia mitochondrialnego i chloroplastowego DNA stwarza dodatkowe
mozliwosci dla genetyki populacyjnej, dotyczy to szczeg6lnie roslin charak-
teryzujacych sie dziedziczeniem matecznym mtDNA, za$ ojcowskim cpDNA
(niektdre nagozalagzkowe). W takim przypadku mozliwe jest oddzielne analizo-
wanie przeptywu gendw ojcowskich i matczynych w badanych populacjach
roslinnych [14].



184 Elzbieta Kuta

I. Zastosowanie analizy cpDNA i rDNA do potwierdzania mieszafhcowosci
oraz introgresji

Zjawisko hybrydyzacji wystepuje w Swiecie roslin z duzg frekwencjg i w prze-
ciwienstwie do $wiata zwierzat odgrywa kluczowa role wewolucji. Hybrydyzacja
jest jednym z mechanizmdw wprowadzajgcych zmienno$¢ w populacjach
roslinnych, a w wielu przypadkach (posrednio, lub bezposrednio) moze prowa-
dzi¢ do specjacji [33]. Znane sg rozne sposoby stabilizacji mieszarficdw w $wiecie
roslin. Jednym z najczesciej spotykanych jest zwielokrotnienie liczby chromo-
soméw sterylnego mieszanca, czyli powstawanie allopoliploidéw. Znane sg
réwniez inne typy specjacji, u ktérych podstaw lezy hybrydyzacja, ale stabilizacja
mieszancow przebiega bez zwielokrotnienia liczby chromosomoéw. Nalezy tu
tzw. specjacja rekombinacyjna (recombinational speciation), specjacja mie-
szafncowa z wytworzeniem barier zewnetrznych (hybrid speciation with external
barriers) oraz tzw. permanentna heterozygotycznos¢ translokacyjna (permanent
translocation heterozygocity), ktorej najlepszym przyktadem jest rodzaj
Oenothera. Szczeg6towy opis réznych modeli specjacji podaje Grant [33].

Sposrod wyzej wymienionych typdw specjacji w Swiecie roélin, powstawanie
allopoliploidow odgrywa najwieksza role w ewolucji, na co wskazuje wysoki
procent poliploidéw (gtéwnie allopoliploidéow, czy auto-allopoliploidéw)
w roznych grupach roslin. Wedtug szacunkowych danych z lat osiemdziesigtych
okoto 70—80% roslin dwulisciennych i prawie tyle samo wsrdd jednoliSciennych
stanowig poliploidy {sensu lato) [50].

Powstajgce w przyrodzie mieszance mogg by¢ rozpoznawane z zastosowa-
niem r6znych metod. Nalezy jednak zdawac sobie sprawe z tego, ze wiele innych
proceséw zachodzacych w populacjach roslinnych daje efekty morfologiczne
podobne do hybrydyzacji. Totez opieranie sie wylacznie na analizie cech
morfologiczno-anatomicznych moze prowadzi¢ do btednych wnioskéw. H e i -
ser [38] dokonat rewizji szeregu przyktaddw hybrydyzacji i introgersji zwra-
cajac uwage na wiele zjawisk, ktére moga by¢ interpretowane jako przykiady
introgresji, chociaz z tym procesem nie majg nic wspdlnego. Sposrod naj-
wazniejszych proceséw mogacych wywota¢ efekt ,,pozornej hybrydyzacji”
Heiser [38] wymienia nastepujace:

1 Obecnos¢ cech dwéch gatunkéw u danego osobnika niekoniecznie musi
Swiadczy¢, iz jest on mieszancem. Moze to natomiast wynikac¢ stad, ze osobniki
o cechach posrednich sg pozostatoscig populacji ancestralnej, z ktdrej wywodzity
sie oba gatunki.

2. Intergradacja pierwotna (primary intergradiation) — w przypadku ga-
tunkow o szerokim zasiegu, wystepujacych na obszarach zréznicowanych pod
wzgledem geograficznym i ekologicznym, tworzy sie stopniowa zmiennos$¢. U jej
podstaw lezg zmiany genetyczne, ale nie hybrydyzacja.

3. Mutacje moga dawac efekt podobny do introgresji. Mutacja gatunku A moze
by¢ tego typu, iz mutant bedzie w pewnych cechach podobny do gatunku B.
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4. Segregacja u gatunkéw allopoliplodialnych. Segreganty moga by¢ podob-
ne do jednego lub drugiego gatunku rodzicielskiego bioracego udziat w po-
wstaniu formy allopoliploidalnej.

5. Zmienno$¢ obserwowana niekiedy w populagach roslin autogamicznych
moze by¢ blednie thumaczonajako efekt introgresji, a jest ona najczesciej jedynie
wynikiem sporadycznie wystepujacej hybrydyzacji miedzy osobnikami z reguty
autogamicznymi. Powstata w ten sposdb zmiennos¢ jest utrwalona na drodze
autogamii i w konsekwencji moze wystapic¢ selekcja pewnych typow.

6. Niekiedy tzw. r6j mieszancow (hybrid swarm) jest mylnie interpretowany
jako efekt introgresji. Oczywiscie w takim roju mieszancow s osobniki
pokolenia FA dalsze pokolenia mieszancéw, jak réwniez osobniki powstate
wwyniku krzyzéwek wstecznych zjednym lub z obydwoma formami rodziciels-
kimi. Te typy jednak nie sg uwazane za formy introgresywne, gdyz w mysl
definicji Andersona [1] introgresjato powtarzajgce sie krzyzéwki wste-
czne.

Z powyzszych rozwazan wyraznie wynika, ze w wielu przypadkach do
stwierdzenia mieszaficowego charakteru form, potwierdzenia zjawiska introg-
resji czy allopoliploidalnego pochodzenia gatunkéw nie wystarczajg metody
analizy morfologiczno-anatomicznej, czy nawet kariologicznej, ale niezbedne jest
wyszukanie precyzyjnych markerdw genetycznych. Tego typu informacji dostar-
czajg badania chemiczne, a w szczegdlnosci analiza zmiennosci enzymow oraz
DNA i to zaréwno jadrowego (rDNA), jak réwniez DNA organelli
komérkowych (mtDNA i cpDNA).

Tak wiec do potwierdzania mieszaficowosci i introgresji zaczeto stosowacé,
obok metod opierajgcych sie wylgcznie na analizie cech morfologiczno-anatomi-
cznych, réwniez metody chemiczne. Badano zaréwno wtorne metabolity (np.
terpenoidy) [23,24],jak rowniez biatka, gtéwnie enzymy [15,35,36,48,61,62,72,
86], oraz DNA jadrowy (rDNA) i chloroplastowy (cpDNA) [2,4,16,20,21, 47,
56,58,63,64,71,85]. Obiektem tych badan byly czesto rodzaje uznane niegdys za
klasyczne przykiady introgresji, np. rodzaj Juniperus, Helianthus czy Iris
(informacji dotyczacych tych klasycznych badan prowadzonych odpowiednio
przez Fassetta, Heisera i Rileya dostarcza Grant [33].) Podano réwniez
wiele nowych przyktadéw z réznych grup roslin, poczawszy od mszakow poprzez
nago- i okrytozalgzkowe. W wielu przypadkach badania te nie potwierdzity
wystepowania introgresji, czy nawet hybrydyzacji. Tak byto na przyktad
w przypadku dwdch poétnocnoamerykanskich gatunkéw z rodzaju Juniperus:
Juniperus virginiana i J. ashei. W populacjach tych gatunkdéw, przy za-
stosowaniu analizy terpenoidéw [23], nie wykazano nie tylko obecnosci form
introgresywnych, ale nawet osobnikéw pokolenia FA Brak dowodéw na
wystepowanie hybrydyzacji miedzy tymi gatunkami sugeruje, ze obserwowana
zmiennos¢ jest raczej wynikiem radiacji adaptacyjnej. Natomiast analiza ter-
penoidéw przeprowadzona w populacjach J. virginiana i J. scopulorum [24]
potwierdzita wystepowanie introgresji bedacej przyczyng zmienno$ci obser-
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wowanej w populacjach tych gatunkéw. Zastosowanie metod opartych na
analizie enzyméw oraz réznych typéw DNA pozwolito na weryfikacje
dalszych przyktadow introgresji. Klasycznym przyktadem introgresji, cyto-
wanym od lat niemal we wszystkich podrecznikach dotyczacych specjacji w Swie-
cie roslin, jest rodzaj Helianthus. Badania nad jego przedstawicielami z Ameryki
Poétnocnej byly prowadzone przez Heisera w latach 1947—1965
(zob. Grant [33]). Autor stwierdzit, iz gatunki z obrebu rodzaju Helianthus
krzyzuja sie fatwo w przyrodzie i chociaz powstate mieszarice wykazujg bardzo
obnizona ptodnos¢, to jednak istnieje mozliwos¢ krzyzowan wstecznych, pro-
wadzacych w efekcie do powstawania form introgresywnych. Najczesciej opisy-
wane byly przyktady populacji dwdch gatunkéw: Helianthus annuus i H.
bolanderi. W obrebie Helianthus bolanderi zostaty wyr6znione dwie rasy: typu
»~chwast” oraz ,serpentynowa”. H e i s e r na podstawie badah morfologicz-
nych i cytologicznych wysunat hipoteze, ze rasa typu ,,chwast” powstata przez
stopniowe wprowadzanie genéw H. annuus do rasy ,,serpentynowej”, czylijest
wynikiem introgresji. Hipotezy tej nie potwierdzity badania oparte zaréwno na
analizie enzymoéw, jak réwniez cpDNA irDNA [64]. Obecnie przypuszcza sie, ze
rasa typu ,,chwast” wyrdzniona w obrebie H. bolanderi nie powstata przy udziale
introgresji, ale na drodze izolacji edaficznej czy geograficznej pewnych populacji
rasy ,,serpentynowej”. Ograniczenie wymiany genéw pomiedzy tymi populac-
jami a populacjg wyjsciowa mogto przyczyni¢ sie do powstania nowej rasy.
Badania te wykazaly réwniez, ze rasa typu ,chwast” powstata stosunkowo
dawno, a nie w ciggu ostatnich Kilku setek lat, co sugerowat H e i s e r. Na stare
jej pochodzenie wskazuje wysoce zréznicowany genom cpDNA w poréwnaniu
z cpDNA rasy ,,serpentynowej” i H. annuus.

Natomiast stosujgc analize rDNA potwierdzono wystepowanie naturalnej
hybrydyzacji i introgresji w parapatrycznych populacjach (populacje ktorych
zasiegi kontaktujg sie, ale nie zachodzg na siebie, krzyzowanie miedzy nimi
zdarza sie bardzo rzadko) dwoch gatunkow Iris z terenéw Ameryki Potnocnej
(Louisiana) [2]. Dotyczy to innego z klasycznych przyktaddw introgresji
pomiedzy Irisfulva i I. hexagona ( |. hexagona var. gigantii-caerulea) [1, 33].

Metody biologii molekularnej okazaty sie réwniez bardzo uzyteczne przy
potwierdzeniu hipotezy o istnieniu w przyrodzie wspomnianej wyzej specjacji
rekombinacyjnej (recombinational speciation). Grant [33] szeroko dys-
kutowat mozliwo$¢ wystepowania w przyrodzie specjacji rekombinacyjnej,
przytaczajac szereg wczesniejszych przyktadow eksperymentalnego zsyntetyzo-
wania nowych tzw. ,,mieszaficowych” gatunkéw w rodzajach Gilia, Nicotiana,
Elymus i Crepis, oddzielonych silnymi barierami genetycznymi od gatunkéw
wyjsciowych. Analiza zmiennos$ci enzymow oraz rDNA i cpDNA potwierdzita
mieszanicowe pochodzenie (na drodze specjacji rekombinacyjnej) niektorych
gatunkéw np. Stephanomeria diegensis [25] czy Helianthus paradoxus, gatunku
powstatego przy udziale H. annuus i H. petiolaris [63]. Obecnie, majac moznos¢
precyzyjnego potwierdzenia mieszanicowego pochodzenia gatunkdw, niewatpli-
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wie zmieni sie dotychczasowy poglad (oparty raczej na rozwazaniach teoretycz-
nych) na znaczenie specjacji rekombinacyjnej i czestotliwos¢ jej wystepowania
w populacjach roslinnych.

Il. Metody biologii molekularnej (analiza coDNA, rDNA oraz enzymow)
w badaniach nad ewolucjg autopoliploidéw i allopoliploidéw

Wprowadzenie metod biologii molekularnej (analiza enzymoéw oraz réznych
typéw DNA) do biosystematyki roslin dato mozliwo$é wyjasnienia zwigzkdéw
w obrebie nawet najbardziej skomplikowanych komplekséw poliploidalnych.
Zastosowanie  metod analizy  chloroplastowego DNA  (cpDNA),
a w szczegolnosci potgczonych metod badania chloroplastowego DNA (cpDNA)
oraz pewnych odcinkéw jadrowego DNA (rDNA) rozpoczyna nowg ere
w badaniach nad ewolucja poliploiddw. A prawdziwg rewolucje pogladéw
dotyczacych poliploidalnosci zapowiadajg zaskakujgce wyniki analiz izoen-
zymoOw niektorych paprotnikéw i okrytonasiennych, okreslanych na podstawie
liczby chromosoméw mianem wysokich poliploidow.

1. Zastosowanie metod analizy cpDNA i rDNA

Badania nad zastosowaniem DNA chloroplastéw (cpDNA) w biosystematy-
ce roslin rozpoczety sie w latach osiemdziesiagtych ijedne z pierwszych dotyczyty
wiasnie poliploidéw, a mianowicie allopoliploidalnego kompleksu Brassica [21,
58]. Podobnie analizajagdrowego DNA (rDNA) okazata sie niezwykle przydatna
w ustalaniu pochodzenia i ewolucji poliploidow. Z wcze$niejszych, na uwage
zastuguja prace dotyczace badan nad Brassica napus [58], nad poliploidalnym
kompleksem Claytonia [18], nad rodzajem Tolmiea [20] cyz Zea [87].

Rys. 1. Hipotetyczny model pochodzenia trzech airJidiploidalnych gatunkéw Brassica od trzech
diploidéow (wg Palmer [56], oparte na badaniach cytogenetycznych z roku 1935)

Analiza chloroplastowego DNA i jadrowego DNA (rDNA) dostarczyta
w wielu przypadkach jednoznacznych odpowiedzi na pytania dotyczace po-
wstawania i dalszego roznicowania sie komplekséw poliploidalnych. Wyniki
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tych badan podsumowane w przegladowej pracy Soltis i Soltis [71]
pozwolity miedzy innymi:

1 Ustali¢ gatunki rodzicielskie w przypadku allopoliploidow (a przy
zastosowaniu cpDNA gatunek matczyny). Przyktadem takich badan sa prace
dotyczace: Gossypium, Brassica, Cofea, allopoliploidalnych gatunkéw Aegilops
i Triticum, dwdch tetraploidalnych gatunkéw Tragopogon (T. mirus i T.
miscellus), tetraploidalnego cytotypu paproci Polystichum californicum, czy
heksaploidalnego gatunku Draba lactea. Natomiast w przypadku autopolip-
loidéw, badania chemiczne pozwalajg potwierdzic¢ ich pochodzenie od konkret-
nego gatunku diploidalnego; np. z rodziny Saxifragaceae przyktadem moga by¢
tetraploidalne cytotypy Heuchera micrantha i Tolmiea menziesii.

2. Potwierdzi¢ wielokrotne powstawanie poliploidow na danym terenie, a nawet
bardziej precyzyjnie, ile razy powstaty aktualnie wystepujace poliploidy. Dotyczy to
poliploidéw z obrebu réznych grup roslin, zaréwno mchéw, paproci, jak i roslin
kwiatowych. Odpowiedzi na to pytanie dostarczajg szczegdtowe badania nad takimi
gatunkami allopoliploidalnymi,jak: Tragopogon mirusi T. miscellus, Draba lactea,
Glycine tabacina, Asplenium, Hemionitis palmata, Pteris cretica, Plagiomnium
medium oraz nad autopoliploidalnymi cytotypami Heucheramicrantha i Tolmiea
menziesii. Badania te wykazaty w wielu przypadkach wielokrotne powstawanie
poliploiddw. Szczeg6lne znaczenie ma ten fakt w przypadku autopoliploidéw, gdyz
moze zmienié¢ powszechnie uznawany poglad, ze autopoliploidy powstajg bardzo
rzadko w przyrodzie i nie odgrywajg znaczacej roli w ewolucji Juz w 1980 roku
Lewis [50] sugerowatwprowadzenie pojeciatzw. autopoliploidéw heterozygo-
tycznych, czyli poliploidéw powstatych przy udziale rézniagcych sie genetycznie
osobnikéw danego gatunku. U podstaw powstawania tych form lezy
wewnatrzgatunkowa hybrydyzacja. Ten typ autopoliploidéw wystepuje stosunko-
wo czesto w réznych grupach roslin i odgrywa wazna role w ewolucji i specjacji.

3. Stwierdzi¢ polifiletyczne pochodzenie niektorych allopoliploidow, czyli
ustali¢ czy w ich genezie brato udziat kilku diploidalnych przodkéw z roznych
stref geograficznych.

4. Badac frekwencje hybrydyzacji i introgresji pomiedzy réznymi cytotypami
w obrebie komplekséw autopoliploidalnych, np. Tolmiea menziesii, oraz miedzy
allopoliploidami i ich diploidalnymi przodkami, knp. przeptyw genéw pomiedzy
populacjami gatunkow tetraploidalnych Tragopogon mirus, T. miscellus oraz
gatnkami diplodalnymi T. dubius, T. porrifolius i T. pratensis.

5. Ustali¢ (w przypadku stwierdzenia hybrydyzacji i introgresji) jak czesty
jest przeptyw gendw cytoplazmatycznych w stosunku do jgdrowych.

6. Stwierdzi¢ (przy zastosowaniu cpDNA), ktory z gatunkéw diploidalnych
bioragcych udziat w powstawaniu mieszaficow czy allopoliploidéw jest organiz-
mem matczynym, a ktory dostarczajacym pytku. W badaniach nad geneza
allotetraploidalnych gatunkéw Tragopogon wysunieto hipoteze, ze diploidy
wystepujace rzadko sg z reguty organizmami matczynymi, natomiast diploidy
wystepujace powszechnie stanowig rosliny ojcowskie.
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2. Zastosowanie metod elektroforetycznych — analiza izoenzymow (izozyméw)

Metody analizy izoenzymow znalazty zastosowanie przy potwierdzaniu
poliploidalnego pochodzenia roslin o wysokich liczbach chromosoméw.

Gottlieb [28, 29, 30] w swoich pracach dotyczacych stosowania
metody elektroforezy izoenzyméw u roslin podat kilka fundamentalnych
zalozen, ktore zostaty uznane za podstawe do dalszych rozwazan. Zatozenia te
mozna sformutowac nastepujgco:

1 Wiele enzymow u roslin ma izoenzymy, poniewaz ta sama reakcja
katalityczna wystepuje w Kkilku strukturach komérkowych, najczesdciej w plas-
tydach i mitochondriach. Minimalna liczba izoenzymdw jest wartoscig stata.
Stata jest rowniez ich lokalizacja w strukturach komérkowych.

2. Podwyzszenie liczby izoenzyméw u gatunkow diploidalnych jest wynikiem
duplikacji strukturalnych loci genu, czyli wynikiem duplikacji odcinkéw DNA
odpowiedzialnych za kodowanie biatek.

3. Powyzszenie liczby izoenzyméw u gatunkéw poliploidalnych jest wyni-
kiem obecnosci genoméw zawierajagcych homeologiczne loci. Dotyczy to
oczywiscie allopoliploidow, powstajacych na drodze hybrydyzacji i zwielokrot-
nienia liczby chromosomoéw poprzez fuzje niezredukowanych gamet lub jednej
gamety, czyli pofaczenia genomow niosgcych homeologiczne loci. Podwyzszenie
liczby izoenzymo6w na skutek poliploidyzacji jest o wiele wigksze niz w przypad-
ku duplikacji pojawiajacej sie u diploidow.

Na przedstawionych wyzej zatozeniach oparto sie przy prébach weryfikacji
pogladéw na temat poliploidalnego pochodzenia niektérych paprotnikéw [37,
68,83] oraz z obrebu roslin okrytonasiennych, przedstawicieli rodzin: Asteracae
[27], Bromeliaceae [69] i Orchidaceae [10].

Sposrod paprotnikédw obiektami badafA byly niektore gatunki skrzypdéw
[68] oraz paproci jednakozarodnikowych [37, 83]. Wczesniejsze, klasyczne
badania kariologiczne wykazaty, iz wszystkie gatunki skrzypow majg
2n = 216, co przy zatozeniu x = 9—11 [51] dla tej grupy, wskazuje iz one
moga by¢ uznane za wysokie poliploidy. Natomiast wyniki analizy izoenzyméw
[68] przeprowadzone dla trzech gatunkéw: Equisetum arvense, E. laevigatum
i E. telmateia wykazaty, ze w przypadku prawie wszystkich analizowanych
enzyméw liczba izoenzymow byla typowa dla gatunkéw diploidalnych
Gymnospermae i Angiospermae.

Dla paproci jednakozarodnikowych podawano réwniez wysokie liczby
chromosoméw (2n = ok. 20—70) i na tej podstawie (przyjmujagc x = 9—11)
uznano, iz ponad 95% w tej grupie stanowig wysokie poliploidy [51, 51].
Podobnie jak w przypadku skrzypow, badania izoenzymoéw niektérych ga-
tunkéw paproci jednakozarodnikowych nie potwierdzity poliploidalnego po-
chodzenia analizowanych osobnikéw. Wykazaty natomiast, ze mimo wysokich
liczb chromosomoéw, gatunki te sg diploidami genetycznymi [37, 83].
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Na podstawie powyzszych informacji mozna wysungé trzy zasadnicze
hipotezy:

1. Wysoka liczba chromosoméw u skrzypow i paproci jest wynikiem
powtarzajgcych sie w dalekiej przesztosci przypadkdéw powstawania allopoliplo-
idow. Uzyskany wtoku analizy wzér izoenzymow, typowy dla diploidéw, sugeruje,
ze gatunki te mozna teoretycznie uznac za diploidy lub allopoliploidy, u ktérych
nastapito ,wyciszenie” (silencing) prawie wszystkich zwielokrotnionych genow
(duplicated genes) w ciggu dtugiego okresu od momentu ich powstania.

2. Gatunki te sg diploidami, poniewaz trudno przyja¢ hipoteze, ze nastgpito
~wyciszenie” wszystkich zwielokrotnionych loci w tak roéznych ewolucyjnie
grupach roslin.

3. Mozna roéwniez teoretycznie zatozy¢, ze gatunki te sg autopoliploidami
miodego wieku, czyli, ze loci izoenzyméw zostaly zwielokrotnione bez
zroznicowania. Jednak genetyczng konsekwencjg autopoliploidalnosci jest dzie-
dziczenie tetrasomiczne. Badane osobniki wykazujg natomiast typowe dziedzi-
czenie disomiczne. Rowniez przy zatozeniu, ze na drodze autopoliploidalnosci
organizmy mogg osiggna¢ najwyzej poziom tetraploidalny, hipoteze te mozna
odrzucic.

Podobne wyniki uzyskano w badaniach nad niektérymi roslinami kwiatowy-
mi. W obrebie Orchidaceae, w podtrybie Oncidiinae duzemu zréznicowaniu
karioloogicznemu, od 2n = 10 do 2n = 60 nie towarzyszy podwyzszenie
liczby izoenzymdow, co sugeruje, iz wysokie liczby chromosomdw w tej grupie nie
powstaty w wyniku procesu poliploidyzacji [10]. Stosunkowo wysokie liczby
chromosomoéw (2n = 50) ustalone dla wiekszosci przedstawicieli Bromeliaceae,
sg réwniez zwigzane z typowa dla diploidalnych Angiospermae liczbg enzymow
[69]. Podobnie badania przeprowadzone nad gatunkami z rodzajéw Aster
iMachaeranthera (Compositae) [27] nie potwierdzity poliploidalnego pochodze-
niacytotypéw o2n = 18. Liczbaizozymow utych gatunkéw bytataka samajak
u gatunkéw o somatycznej liczbie chromosoméw 2n = 8 i 2n = 10, co
sugeruje uznanie wszystkich wyrédznionych cytotypdw za genetyczne diploidy.
Powyzsze przyktady mogg zmieni¢ zasadniczo starsze koncepcje dotyczace
frekwencji i znaczenia poliploidéw w $wiecie roslin. Zwracajg one réwniez uwage
na niebezpieczenstwo wyciggania wnioskOw natury ewolucyjnej na podstawie
danych dotyczacych jedynie liczb chromosomow.

I1l. Zastosowanie metod analizy cpDNA do ustalania pochodzenia roslin
uprawnych i ich zwigzkéw z domniemanymi
dzikimi przodkami

Zmienno$¢ cpDNA badano w wielu grupach zawierajgcych gatunki roslin
uprawnych. Obiektami intensywnych badan byly rodzaje: Lycopersicon-Sola-
num, Nicotiana, Triticum-Aegilops, Brassica-Raphanus, Coffea, Zea, Pisam,
Linum i Gossypium (zob. prace przeglagdowe [56, 59, 71]).
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Rys. 2. Drzewo ewolucyjne o$miu uprawnych gatunkéw Brassica i Raphanus oparte na analizie
restrykcyjnej cpDNA. Liczby na odgaltezieniach wskazujg liczbe zasztych mutacji punktowych.
Liczby na koncu odgatezien wskazujag liczbe chromosoméw, za nimi sa oznaczenia literowe
genomow. Liczby w nawiasach wskazuja liczbe badanych powtérzen (wg Palmer i wsp. [59])

Badania nad uprawiang bawetng (Gossypium) i jej pochodzeniem odegraty
wazng role w historii cytogenetyki rostin i teorii specjacji. Wedtug jednej
z nowszych klasyfikacji taksonomicznych (Fryxell 1979) w obrebie tego rodzaju
wyrézniono 42 gatunki, w tym 36 diploidow i 6 tetraploidéw. Pionierskie prace
nad pochodzeniem uprawnych tetraptoidalnych form Gossyium barbadense
(2n=4x=52) i G. hirsutum (2n=4x=52) prowadzone byly juz w latach
trzydziestych i czterdziestych. Wyniki tych badan wskazywaty, iz tetraploidy
z obrebu Nowego Swiata sg alloploidami zawierajacymi genom A, pochodzacy
od diploidalnych gatunkéw Starego Swiata i genom D, podobny do genomu
diploidéw Nowego Swiata. Gatunki tetraploidalne Gossypium maja szeroki
zasieg i sg wysoce heterogeniczne, co sugeruje, ze prawdopodobnie powstawaty
wielokrotnie i sg bardzo starymi formami. Wiek ich szacowano na okoto 100
milionéw lat., czyli na okres kredy, kiedy to obydwa kontynenty Ameryka
1 Afryka byty jeszcze potaczone. Wyniki analizy cpDNA [82] potwierdzity
pochodzenie genomu chloroplastéw od diploidalnych przodkéw Starego Swiata.
Natomiast niski stopien zréznicowania cpDNA u gatunkéw tetraptoidalnych
zmienit nieco koncepcje ich tworzenia sie na Srodkowy plejstocen, czyli na okoto
2 miliony lat temu.

Analiza zmiennosci cpDNA okazata sie bardzo przydatna w badaniach
nad ewolucjg tak dobrze, wydawatoby sie, opracowanego poliploidalnego
kompleksu Brassica [21, 58]. W obrebie tego kompleksu wystepuja gatunki
diploidalne: B. nigra (n = 8 — genom B), B. oleracea (n = 9 — genom C),
Brassica campestris (n = 10 — genom A) oraz amfiploidy: B. carinata
(n = 17 — genomy BC), B. napus (n = 9 — genomy AC), B. juncea
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(n = 18 — genomy AB) (rys. 1). Wyniki badan nad cpDNA wskazaty gatunki
matczyne, wnoszace geny cytoplazmatyczne do allotetraploidow. I tak, w przy-
padku dwéch amfiploidéw: B. carinata i B. juncea, diploidami wnoszacymi
genom chloroplastdbw okazaly sie odpowiednio B. nigra i B. campestris.
Natomiast trzeci z amfiploidéw, B. napus, zawiera genom chloropolastow
rézniacy sie od genomoéw domniemanych diploidalnych przodkéw: B. oleracea
i B. campestris (rys. 2). Prawdopodobnie geny cytoplazmatyczne zostaty
przekazane na drodze introgresji od niezidentyfikowanej formy diploidalnej.
Badania te pozwolity réwniez okreslic czas zajScia hybrydyzacji Na ich
podstawie ustalono, iz nastgpito to stosunkowo niedawno, natomiast wyjsciowe
formy rodzicielskie byty juz wtedy wysoce zréznicowane.

IV. Zastosowanie analizy zmiennosci cpDNA i mtDNA do
ustalania powigzan filogenetycznych na réznych
poziomach taksonomicznych

1 Badanie zmienno$ci wewnatrzgatunkowej

Analiza zmiennosci cpDNA i mtDNA ma ograniczone zastosowanie
w przypadku badania wewnatrzgatunkowego zréznicowania genetycznego.
Wynika to z faktu, iz molekuta cpDNA, jak rowniez pewne odcinki mtDNA
ewoluujg bardzo wolno (zob. opracowania przeglagdowe: [11, 14, 56, 59, 67]).
Potwierdzity to badania populacyjne z zastosowaniem analizy cpDNA nad
Lupinus texensis [3] oraz nad dwoma gatunkami sosny [81]. W przypadku
Lupinus texensis sposréd 100 analizowanych osobnikéw pochodzacych z 21
populacji w Teksasie, 88 roslin wykazywato identyczny genom chloroplastow.
Dla badan populacyjnych, jak réwniez do ustalania zwigzkéw na poziomie
gatunku, najwieksze zastosowanie znalazta analiza enzymoéw (allozymy
i izozymy).

2. Badanie zmienno$ci miedzygatunkowej

Metody biologii molekularnej (gtéwnie analiza cpDNA i mtDNA) znalazty
natomiast duze zastosowanie przy ustalaniu powigzan filogenetycznych miedzy
gatunkami w obrebie rodzaju. Do roku 1988 pojawito sie ponad 40 prac
dotyczacych zastosowania gtéwnie metody analizy cpDNA do rozwigzywania
probleméw taksonomicznych na poziomie rodzaju (wiekszo$¢ z nich jest
cytowana w pracach przegladowych np.: [56, 59, 67]. Wiele opracowan dotyczy
rodzajow zawierajgcych rosliny uprawne, np. Nicotiana, Triticum i Aegilops czy
Brassica (zagadnienie to zostato szerzej oméwione w rozdziale dotyczacym
pochodzenia roslin uprawnych). Sposrod prac odnoszacych sie do roslin dziko
rosnacych na podkres$lenie zastuguja opracowania takich rodzajéw, jak: Lisiant-
hius [77], Clarkia [32,75] i Heterogaura [76]. Szczegdtowe badania obejmujace
analize cpDNA gatunkéw z obrebu rodzajéw Clarkia i Heterogaura, wykazaty
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wyrazne réznice pomiedzy zmienno$cig morfologiczng a ewolucjg molekularna.
I tak na przykfad, monotypowy rodzaj Heterogaura, wydzielony z rodzaju
Clarkia na podstawie specyficznej, odrebnej budowy kwiatéw i owocdw, na
poziomie molekularnym wykazuje wyrazne genetyczne pokrewienstwo z rodza-
jem Clarkia. Ponadto badania nad rodzajem Clarkia, przy zastosowaniu
potaczonych metod analizy cpDNA i enzymow [31, 32], pozwolity zweryfiko-
wac zaproponowany przez L e w i s a i wspotpracownikow model specjacji,
okreslany mianem Kkatastroficznej (quantum) [33]. Model ten zakiadat, ze
gatunki jednoroczne, autogamiczne, powstawaly z gatunkéw zapylanych
krzyzowo na drodze mutacji strukturalnych chromosomow, ktérym czesto
towarzyszyty zmiany w podstawowej liczbie chromosomoéw. Proces specjacji
zachodzit nagle i gwattownie, rozpoczynajac sie na obrzezach populacji ances-
tralnej, gdzie panowaly skrajne warunki i wymiana genéw z populacja
wyjsciowg byta ograniczona. Rodzaj Clarkia podawany byt za przykiad takiej
specjacji, a najczesciej cytowanymi byly pary gatunkéw: C. franciscana
pochodzaca od C. rubicunda oraz C. linguata wywodzaca sie od C. biloba [33].
Metody biologii molekularnej potwierdzity duze genetyczne podobienstwo
w przypadku C. linguata i C. biloba, natomiast réznice genetyczne pomiedzy
C.franciscana i C. rubicunda okazaty sie na tyle duze, ze trudno byto przyjac
ten model specjacji i raczej nalezato uznaé C. franciscana za relikt, a nie za
forme powstatg w niedalekiej przesztosci na drodze specjacji katastroficznej
[32].

W nastepnych latach w wielu laboratoriach gtéwnie amerykarskich i aust-
ralijskich, podejmowano badania z zastosowaniem metody analizy cpDNA,
a niekiedy potgczonych metod, z uwzglednieniem analizy mtDNA, a nawet DNA
jadrowego w przypadku trudnych taksonomicznie grup roélin. Nalezy tutaj
wymieni¢ chociazby prace nad powigzaniami filogenetycznymi w obrebie
rodzaju Pinus [74], nad skomplikowanym pod wzgledem cytogenetycznym
rodzajem Symphytum [65], czy Glycine [19].

3. Badanie powigzan filogenetycznych w obrebie rodzin i na wyzszych
poziomach taksonomicznych

Metody biologii molekularnej okazaly sie bardzo pomocne przy rekon-
struowaniu filogenezy na wyzszych poziomach taksonomicznych, np. miedzy
rodzajami w obrebie rodzin, gdzie wzajemne powigzania sgjeszcze bardzo stabo
poznane. W ostatnich latach pojawito sie coraz wiecej takich prac, co wskazuje
na skuteczno$¢ stosowania metod biologii molekularnej w tej dziedzinie badan.
Z wczedniejszych nalezy wymieni¢ fragmentaryczne prace nad Asteraceae [43,
44], Orchidaceae [59], Onagraceae [78], Fabaceae [7, 57], Solanaceae [59], czy
Poaceae [40]. Jedne z ostatnich dotyczg rodzin: Leguminosae [49], Gramineae
[17, 41] i Rubiaceae [5]. Bardzo nieliczne sg prace dotyczace zwigzkéw miedzy
rodzinami, szczegdlnie blisko spokrewnionymi rodzinami. Do takich nalezy
jedno z ostatnich opracowan nad filogeneza podklasy Asteridae [54].
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Bamadesiinae (3G)
All other Asteraceae (57G)

Lobeliaceae (1S)
Campanulaceae (2G)
Goodeniaceae (2G)
Solanaceae et ol. (10F 16G)°
Geranium et al. 4G 3QSI*
Pelargonium (40S)
Caesalpinioideae (5G 5S)
Mimosoidae (7G 7S)

Most Papilionoideae (35G 50S)
Most Phaseoleae 134G A2S)
Most Phaseolinae (16G 23Sl
Millelieae (9G 9S)
Wisteria (IS)

Four tribes (9G 13S)
Vicieae (4G 12S)
Trifolieae (3G  22S)
Polygonales (1S)*
Caryophyllales UF 8G)*
Pinaceae (2G)

Ginkgo*

Ferns 06 3S)

Liverworts OS)

Moses (IS)

Charophyceae (3F 4G)
Chlorophyceae Ulvophyceae (6F)

Rys. 3. Drzewo ewolucyjne oparte na rozmieszczeniu wybranych zmian mutacyjnych cpDNA. Nie

wszystkie znane mutacje sg przedstawione. Gwiazdki oznaczajg genomy o uktadzie genéw zgodnym

z uktadem gendw roslin naczyniowych. Liczby w nawiasach wskazuja liczby badanych taksonow (F

— rodzina; G — rodzaj; S — gatunek). Znaki zapytania wskazuja zmiany niepewnego pochodzenia
(wgPalmer [56])

Na podstawie informacji dostarczonych dzigki zastosowaniu metod biologii
molekularnej, a dotyczacych zmiennosci samego DNA na réznych poziomach
taksonomicznych, dokonano rekonstrukcji drzewa ewolucyjnego catego Swiata
roslin [55, 59]. Prébowano ustali¢ pokrewieristwa genetyczne w obrebie rodzin,
pomiedzy rodzinami czy nawet jeszcze szerzej, pomiedzy ro$linami wyzszymi
z jednej strony a glonami z drugiej (rys. 3). W pewnych przypadkach wyniki
dostarczone przez stosowanie tych metod odbiegajg od dotychczasowych
i zmieniajg nieco spojrzenie na niektdre powszechnie przyjete hipotezy dotyczace
np. czasu powstania roslin kwiatowych, wydzielenia sie jedno- i dwulisciennych,
czy pozycji filogenetycznej rzedu Magnoliales [47, 52, 84]. | tak na przykiad,
wyniki analizy pewnych sekwencji cpDNA oraz genu kodujacego enzym
dehydrogenaze 3-fosforanowg aldehydu glicerolowego (GAPDH) przedstawicie-
li réznych grup roslin kwiatowych [47, 52, 84] wyraznie wskazujg na
wczesniejsze pojawienie sie rodlin kwiatowych niz ustalono na podstawie badan
szczatkdw kopalnych, umiejscawiajgcych wydzielenie sie Angiospermae w kre-
dzie [12]. Wyniki analiz DNA sugeruja pojawienie sie pierwszych przedstawicieli
roslin kwiatowych juz 200 min lat temu [47], a nawet jeszcze wcze$hiej, bo ok.
320 min lat temu czyli w karbonie [52] (okoto 150 min lat wczesniej niz na to
wskazuja szczatki kopalne). Badania te sktaniajg réwniez do przyjecia hipotezy
wczesniejszego zréznicowania Angiospermae najedno- i dwuliscienne, co mogto
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nastgpi¢ juz w karbonie. Tym samym wydzielenie si¢ Magnoliidae i dalszych
4 wyzszych podklas dwulisciennych musiato nastgpi¢ nieco po6zniej, praw-
dopodobnie w permie. Dane oparte na analizie zmian mutacyjnych w DNA
zmieniajg zasadniczo obraz tradycyjnego drzewa filogenetycznego roélin kwiato-

Rys. 5. Drzewo ewolucyjne roslin kwiatowych oparte na analizie sekwencji rDNA 46 taksonéw. Rodzaje

wiaczone w kazda Kkategorie; 1) Rosliny straczkowe (Legumes) — Glicyne, Pisum; 2) Zabiencowate

(Alismatids) — Sagittaria, Potamogeton Echinodorus; 3) Obrazkowate (Arales) —Colocasia, Pistia; 4)

Trawy (Grosses) — Zea, Tripsacum, Sorghum, Saccharum, Oryza, Avena, Hordeum, Triticum, Arundinaria;
5) Gniotowce (Genetales) — Gnetum, Welwitschia, Ephedra (wg K n a a k a i wsp. [47]).

wych wykre$lonego np. na podstawie klasyfikacji Takhtajanaz 1966
roku. Podstawg dendrogramoéw byt niezmiennie rzad Magnoliales uznany
powszechnie za poczatek radiacji roslin kwiatowych (rys. 4, 5).

Wyniki uzyskane z zastosowaniem metod biologii molekularnej sg uznawane
za kontroweryjne, budzily i budza ciagle szereg watpliwosci Zarzuty dotyczg
gtéwnie faktu, ze zegr molekularny opiera sie na przeliczaniu tempa zmian
mutacyjnych (przy zatozeniu stalego tempa mutacji) w réznych typach DNA
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osobnikow obecnie zyjacych. Do tej pory, aby wnikna¢ w daleka przesziosc,
opierano sie na danych molekularnych pochodzacych z analizy wspétczesnych
osobnikéw i odnoszono je do przesztodci. Byka to wiec niejako droga posrednia.
Rozstrzygniecie watpliwosci i istniejacych sporow moze dostarczy¢ analiza DNA
szczatkow kopalnych, czyli ewentualna mozliwo$¢ skalibrowania tempa mutacji.
W przypadku materiatu roslinnego szczeg6towych danych dotyczacych DNA
szczatkéw kopalnych sprzed ok. 20 ml lat dostarczyta praca Golenber -
g a iwsp. [26].

PODSUMOWANIE

W pracy niniejszej dokonano podsumowania znaczenia stosowania metod
biologii molekularnej w biosystematyce roslin. Analiza r6znych typow DNA
(jadrowy, chloroplastowy i mitochondrialny), a w niektérych przypadkach
rowniez enzymoéw (allozymoéw i izozyméw), okazata sie niezwykle przydatna
w rozwiazywaniu szeregu skomplikowanych probleméw taksonomicznych,
filogenetycznych i ewolucyjnych. Zastosowanie analizy enzymdéw jest ograniczo-
ne do badan populacyjnych iustalania zmiennosci na poziomie gatunku. Metody
te sg niezwykle przydatne do badania proceséw mikroewolucyjnych, takich jak
systemy kojarzen, migracje, lokalne zréznicowanie populacji i hybrydyzacja.
Natomiast analiza zmiennosci réznych typéw DNA ma ogromne znaczenie
w badaniach filogenetycznych na wyzszych poziomach hierarchii taksonomicz-
nej, dostarczyta réwniez nowych danych w badaniach nad pochodzeniem
i ewolucja poliploidéw oraz nad hybrydyzacja i introgresja.
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