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Co chromosomy moéwia o ewolucji roslin?
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Plants vary enormously in their genome size, structure, organization and the chromosome number
and shape as a consequence of millions years of evolution. Comparative cytogenetic analysis of
different karyotypes indicated significant contribution of chromosomal rearrangements to plant
evolution. Chromosomal rearrangements such as inversion, translocation and duplication are
common. They range from the part of a gene to chromosomal fragment and very often they are
difficult for detection with traditional cytogenetic methods. Recent development of molecular
cytogenetic techniques opened new possibilities for analysis of chromosome structure. Locali-
zation of various DNA sequences, especially repetitive sequences, and recently BAC clones,
enabled identification of particular chromosomes or whole genomes in nucleus of many plant
species. These investigations have provided new data on chromosomal rearrangements and on
great importance of polyploidization and diploidization processes in plant evolution. Molecular
and cytological technologies have revealed many novel paleopolyploids, which have been
traditionally considered as diploids. The most of angiosperms have experienced polyploidiza-
tion in their evolutionary history. On the other hand, genetic and epigenetic modifications are
leading factors promoting genetic diploidization. Five processes: polyploidization, transposon
amplification, chromosome breakage, unequal homologous recombination, and illegitimate
recombination are considered as the major mechanisms generating chromosomal variation
during evolution.

Polish cytogenetics has significant contribution to plant genome investigation. Karyotyping
and genome size analyses have been developed in many laboratories. Chromosome engineering
techniques were introduced to basic studies and plant breeding programs. Nowadays the newest
techniques of molecular cytogenetics are widely applied to phylogenetic investigations.
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WSTEP

Rosliny réznia si¢ organizacjg 1 struktura ge-
nomow, zawartoscia jadrowego DNA oraz liczba
i wielkoscig chromosomow. Roznice te powstaty
w wyniku przemian zachodzacych w genomach
przez wiele miliondéw lat ewolucji, prowadzac
do wspolczesnej biordéznorodnosci. Juz wezesne

badania cytogenetyczne obejmujace porow-
nawczg analiz¢ kariotypow roznych grup roslin
wskazywaly na udzial przemian chromosomo-
wych w procesie ewolucji. W ostatnich latach
dynamiczny rozwoj biologii molekularnej po-
zwolil na poznanie struktury i funkcji genomu,
a u niektorych gatunkéw catkowitej sekwencji
DNA. Badania te prowadzone na izolowanym



30

materiale genetycznym nie dostarczaja infor-
macji o jego rozmieszczeniu in situ w jadrze
komérkowym lub chromosomach. Wprowa-
dzenie technik molekularnych do badan cytoge-
netycznych zapoczatkowato rozwoj cytogenetyki
molekularnej, ktora otworzyla nowe mozliwosci
analizy struktury chromosoméw roslinnych.
W tym artykule pragniemy zwrdci¢ uwagg na
niektére badania zwiazane z rola poliploidalnosci
w powstawaniu nowych gatunkéw roslin oraz
przemianach chromosomowych w ich genomach
podczas ewolucji.

KROTKA HISTORIA BADANIA
CHROMOSOMOW

Chromosomy zostaty odkryte w potowie XIX
wieku przy okazji poszukiwania mikroorgani-
zmow chorobotwoérczych wywotujacych liczne
epidemie. Termin chromosom zostal wprowa-
dzony przez Waldeyera (1888), a wigc badania
chromosomow prowadzone sa juz od przeszio
120 lat. W badaniach chromosomoéw, a szcze-
golnie ich zachowania w mitozie, zashuzyt si¢
mig¢dzy innymi botanik polskiego pochodzenia,
Edward Strasburger (1844-1912). Poczatkowe
badania chromosomoéw, dotyczyly glownie
okreslania ich liczby, a nastepnie ich morfologii
oraz zachowania w mitozie i mejozie. Tu na-
lezy wspomnie¢ badania prof. Marii Skalinskiej
(1890-1977) 1 jej wspdtpracownikow w zakresie
kariologii roslin, ktore sa kontynuowane na Uni-
wersytecie Jagiellonskim (Jankun 1991, Lima-
de-Faria 2003).

Cytogenetyka roslin zawsze pozostawala
w tyle za badaniami chromosoméw zwierzg-
cych, gléwnie ze wzgledu na obecnosé sciany
komorkowej, znacznie utrudniajacej wykony-
wanie preparatdéw chromosomowych. Dlatego
istotny postgp w tych badaniach nastapit po
wprowadzeniu metodyki preparatow zgniata-
nych oraz enzymatycznego trawienia $ciany
komorkowej. Rozwdj genetyki, mikroskopii
elektronowej 1 spektrofotometrii przyspieszyly
badania chromosomow 1 poznanie ich struktury.
Wprowadzenie autoradiografii i cytometrycznych
pomiaréw zawartosci jadrowego DNA dalo nowe
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mozliwosci badania struktury i funkcji genomu
jadrowego. W Polsce badania te zostaly zainicjo-
wane przez prof. Marig Olszewska i jej wspol-
pracownikow na Uniwersytecie Lodzkim.

Waznym przelomem w badaniach cytoge-
netycznych bylo wprowadzenie pod koniec lat
60. barwien roznicowych. W Polsce z pewnym
opoOznieniem zastosowano te barwienia dla wielu
gatunkow roslin zarowno w badaniach podsta-
wowych, jak i majacych znaczenie praktyczne.
Dynamiczny rozwoj biologii molekularnej, im-
munologii 1 mikroskopii fluorescencyjnej po-
zwolit na wykorzystanie metod molekularnych
do badania chromosomow in situ, stwarzajac
pod koniec lat 80. catkowicie nowe mozliwosci
badania genomoéw 1 chromosoméw. Natomiast
badania poréwnawcze pozwolity wykry¢ prze-
miany chromosomowe, jakie zaszly w czasie
ewolucji gatunkéw. Rozpoczeta sig era cytoge-
netyki molekularne;.

CHROMOSOM

Chromosom zbudowany jest z liniowej czg-
steczki DNA i bialek. Ulegajac spiralizacji oraz
kondensacji, wyodrgbnia si¢ z chromatyny jadra
komorkowego w czasie podzialow komorkowych
i wtedy jest najlepiej widoczny. Mitotyczne chro-
mosomy metafazowe sa najczgsciej wykorzysty-
wane do badan cytogenetycznych, gdyz wtedy
najlatwiej je policzy¢, zmierzy¢ i poréwnac ich
morfologi¢. DNA chromosomu skiada si¢ z se-
kwencji kodujacych — genéw oraz duzej liczby
sekwencji niekodujacych, gléwnie sekwencji po-
wtarzalnych, obecnych nawet w kilku tysiacach
kopii jako sekwencje tandemowe lub rozpro-
szone wzdtuz chromosoméw. Mozna wyr6znic
sekwencje majace charakter konserwatywny,
ktére sa obecne w chromosomach wigkszosci
gatunkow, oraz sekwencje miodsze ewolucyjnie.
ktore sg charakterystyczne dla jednego gatunku
lub nawet chromosomu.

Trzy typy niekodujacych sekwencji DNA
sg obecne we wszystkich chromosomach 1 sa
niezb¢dne do petnienia ich funkcji (Ryc. 1). Sa
to sekwencje telomerowe, krotkie sckwencje
powtdrzone na koncach chromosomdéw, dzigki
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Ryc. 1. Schemat i zdjgcie chromosomu metafazowego Hor-
deum vulgare po FISH z sekwencjami telomerowa i cen-
tromerowa.

Fig. 1. The schema and the picture of the Hordeum vulgare
metaphase chromosome after FISH with telomeric and cen-
tromeric sequences.

ktorym konce chromosomu moga by¢ repliko-
wane. Drugi typ sekwencji, to sekwencje inicjacji
replikacji DNA; w tych miejscach rozpoczyna
si¢ podwajanie DNA (replikacja). W chromoso-
mach eukariotycznych wystgpuje wiele miejsc
poczatku replikacji DNA. Trzecim, niezbednym
do funkcjonowania chromosomu odcinkiem jest
centromer, do ktorego przylaczaja si¢ biatka ki-
netochoru. Kompleks ten zapewnia prawidlowy
rozdzial chromosoméw do jader potomnych
podczas podzialu komérkowego. Migdzy tymi
sekwencjami wystgpuja geny w pojedynczych
lub niewielu kopiach oraz rodziny genéow two-
rzace bloki w jednym locus, jak np. geny rRNA
(Alberts et al. 2005, Matuszynska 2006, Matu-
szynska, Szweykowska-Kulinska 2007).
Powszechnie wiadomo, ze poszczegolne ga-
tunki charakteryzuja si¢ okreslona wielkoscig
genomu oraz liczbg genomow i chromosomow.
U gatunkéw diploidalnych, w komorkach soma-
tycznych obecne sg dwa genomy, u poliploidow
odpowiednio wigcej. Organizmy eukariotyczne,
a szczegolnie rosliny, wykazuja ogromne zrézni-
cowanie wielko$ci genomu, wyrazone zawarto-
$cia jadrowego DNA w pikogramach lub liczbie
par nukleotydow. U roslin okrytonasiennych
wiclko$é genomu opisana jest dla okoto 1,5%
gatunkow i wynosi od 0,11 pg u Fragaria viridis

do 127 pg u Fritillaria assyriaca (Bennett, Leitch
1995), przy czym wielkos¢ ta nie jest uwarun-
kowana pozycjg systematyczng danego gatunku.
Nawet blisko spokrewnione gatunki moga roznic¢
si¢ znaczaco rozmiarem genomu, np. w obrgbie
traw genom zyta (Secale cereale; 1CDNA —
9300 Mpz) jest 16 razy wigkszy niz genom ryzu
(Oryza sativa, 1C DNA — 580 Mpz).

Liczba chromosoméw jest réwniez bardzo
zroznicowana, u ro$lin okrytonasiennych, wy-
nosi w somatycznych komérkach od 4 (np.
Zingeria biebersteiniana — Poaceae) do okoto
600 (Voanioala gerardii — Palmae) (Bennett
1998). Chromosomy w obrgbie genomu roznia
si¢ wielkoscia 1 morfologia, moga by¢ liczne,
male, podobne do siebie lub duze i zréznicowane
morfologicznie (Ryc. 2A, B). O morfologii chro-
mosomow decyduje potozenie centromeru, ktory
wyznacza dlugos¢ ramion oraz obecnos¢ przewg-
zenia wtornego z organizatorem jaderka.

Chromosomy mogg podlega¢ przemianom
strukturalnym, polegajacym na utracie fragmentu
(delecji), powtdrzeniu (duplikacji), obréceniu
o 180° (inwersji) lub przeniesieniu do innego
chromosomu (translokacji). Podstawg powstania
aberracji chromosomowych jest pgknigcie po-
dwdjnej helisy DNA, a nastgpnie brak jej na-
prawy lub naprawa nieprawidtowa. Przemiany
strukturalne powstate w wyniku zabiegéw ho-
dowlanych czy biotechnologicznych lub wskutek
dziatania czynnikéw srodowiskowych mogg
istotnie zmieni¢ morfologig chromosomow i ka-
riotyp badanego gatunku.

Istnieja kariotypy, w ktorych chromosomy
wyraznie roznig si¢ wielkoscia i morfologia.
Latwo jest wtedy zidentyfikowa¢ pary chromo-
somow homologicznych i utworzy¢ kariotyp (np.
Crepis capillaris), a nastgpnie, prowadzac po-
rownawcze analizy, §ledzi¢ zmiany strukturalne
powstate w czasie ewolucji lub w wyniku dzia-
fania czynnikéw genotoksycznych (Maluszynska
et al. 2003). Trudniej jest analizowa¢, gdy mamy
do czynienia z matymi, stabo zréznicowanymi
i licznymi chromosomami. W takich kariotypach
wykrycie i lokalizacja zmian strukturalnych przy
stosowaniu zwyklych barwien chromosomow
jest bardzo trudne lub niemozliwe.
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Rye. 2. A-B — poréwnanie wielkosci i morfologii chromosoméw Brassica rapa (A) i Vicia faba (B). Chromosomy wybar-
wione DAPI (niebieska fluorescencja); C—E — lokalizacja sekwencji DNA w chromosomach réznych gatunkéw roslin: Crepis
capillaris (C), 58 rDNA (czerwona fluorescencja) i 455 rDNA (zielona fluorescencja), Hordeum vulgare (D), 55 rDNA
(czerwona fluorescencja) i 458 rDNA (zielona fluorescencja), Hordewm vulgare (E), CCS1 (zielona fluorescencja), HT 100.3
(czerwona fluorescencja). Chromosomy wybarwione DAPI (niebieska fluorescencja); F-H — genomowa hybrydyzacja in situ:
Brachypodium distachyon 2n= 10 (F), Brachypodium sp. 2n =20 (G), Brachypodium sp. 2n =30 (H). Czerwona fluorescencja
genomowy DNA Brachypodium distachyon 2n= 10, zielona fluorescencja — genomowy DNA Brachypodium sp. 2n=20.
Chromosomy wybarwione DAPI (niebieska fluorescencja). Skala=5 pm (dzigki uprzejmosci dr hab. R. Hasteroka).

Fig. 2. A-B — the comparison of the chromosome size and morphology Brassica rapa (A) and Vicia faba (B). Chromo-
somes stained with DAPI (blue fluorescence); C—E — localization of DNA sequences in chromosomes of different species:
Crepis capillaris (C), 5S rDNA (red fluorescence) and 455 rDNA (green fluorescence), Hordeum vulgare (D), 58 rDNA
(red fluorescence) and 45S rDNA (green fluorescence), Hordeum vulgare (E), CCSI1 (green fluorescence), HT 100.3 (red
fluorescence). Chromosomes stained with DAPI (blue fluorescence); F-H — genomic in situ hybridization: Brachypodium
distachyon 2n= 10 (F), Brachypodium sp. 2n=20 (G), Brachypodium sp. 2n=30 (H). Red fluorescence - genome DNA of
Brachypodium distachyon 2n =10, green fluorescence — genome DNA of Brachypodium sp. 2n=20. Chromosomes stained
with DAPI (blue fluorescence). Bar indicates 5 um (by courtesy of Dr. R. Hasterok).
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FLUORESCENCYJNA HYBRYDYZACJA
IN SITU - FISH

Mozliwosci badania struktury chromosoméow
zmienity si¢ wraz z wprowadzeniem metody
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH).
Metoda ta polega na hybrydyzacji zdenaturo-
wanego DNA (zwanego sondg), znakowanego
np. fluorochromem, z komplementarnymi se-
kwencjami DNA chromosomu na preparacie
mikroskopowym. W ten sposéb mozliwe jest
wykrycie i lokalizacja badanej sekwencji DNA
w chromosomach lub jadrach interfazowych.
Problemem jest jedynie posiadanie specyficz-
nych dla danego gatunku lub chromosomu sond
DNA (Maluszynska 2002). Wiclka zaleta metody
FISH jest mozliwos$¢ rownoczesnego stosowania
kilku sond z réznymi barwnikami fluorescencyj-
nymi (Ryc. 2C-E).

Przyktadem wielobarwnej FISH moze by¢
zastosowanie dwoch sond, konserwatywnego
rDNA i sekwencji satelitarnego DNA do chro-
mosomow allotetraploidalnego gatunku Aegi-
lops ventricosa, gdzie analiza rozmieszczenia
sygnaléw hybrydyzacji pozwolita zidentyfi-
kowaé¢ chromosomy homologiczne i rozrozni¢
genomy D i N obecne u tego gatunku, a nastgpnie
utworzy¢ kariogram (Bardsley et al. 1999).
Przykladem zastosowania trzech sond w me-
todzie FISH moze by¢ analiza cytogenetyczna
genomu Brassica juncea (2n=2x=136; genom
AABB), gatunku allotetraploidalnego powsta-
lego w wyniku krzyzowki dwoéch diploidow
B. nigra (2n=2x=16; genom BB) i B. rapa
(2n=2x=20; genom AA). Sygnaty hybrydyzacji
z 5S i 458 rDNA pozwolily zidentyfikowaé 20
z 36 chromosomo6w. Jednoczesne zastosowanie
jako trzeciej sondy catkowitego genomowego
DNA jednego z gatunkéw ancestralnych umoz-
liwito odréznienie chromosomoéw genomu AA
i BB (Maluszynska, Hasterok 2005).

Stosujac jako sondg¢ catkowity genomowy
DNA, mozna odrézni¢ obce chromosomy
w genomie lub chromosomy jednego gatunku
w genomie mieszanca. Metoda genomowej
hybrydyzacji in situ (GISH) stuzy do identyfi-
kowania gatunkéw ancestralnych w genomach

poliploidow. Przykladem zastosowania tej me-
tody jest wykorzystanie jako sondy catkowitego
genomowego DNA Brachypodium distachyon
(2n=10) do wyrdznienia chromosomdw tego ga-
tunku sposrod 30 chromosomow allopoliploida
(Ryc. 2F-H) (Hasterok et al. 2004). Okresla si¢
to jako pseudomalowanie chromosoméw roslin-
nych, w odroznieniu od malowania chromo-
soméw cztowieka, gdzie wykorzystuje si¢ sondy
specyficzne dla poszczegdlnych chromosomow.

Bardzo obiecujace dla identyfikacji chromo-
somow roslinnych jest wykorzystanie klonow
BAC (sztucznych chromosoméw bakteryj-
nych), ktére zawieraja fragmenty genomowego
DNA badanego gatunku. Dysponujac biblio-
teka klonéw BAC, mozna utworzy¢ zestawy
klonéw dla poszczegdlnych chromosoméw lub
ich fragmentow (kontigi), ktore po wyznako-
waniu fluorescencyjnym mogg by¢ uzyte do hy-
brydyzacji in situ, w wyniku ktérej chromosom
bedzie jednolicie wybarwiony — ,,pomalowany”.
Metoda ta zostala wykorzystana w badaniach
chromosoméw Arabidopsis thaliana, gatunku
modelowego, dla ktorego istniejg biblioteki
BAC, a genom jest catkowicie zsekwencjono-
wany. Do analizy wybrano jako pierwszy chro-
mosom 4, najmniejszy i posiadajacy organizator
jaderka (NOR). Kontig uzyty do FISH zawierat
139 klonéw BAC (Lysak et al. 2001). Dalsze
badania pozwolity pomalowa¢ wszystkie pigé
chromosomoéw tego gatunku, a dla lepszej roz-
dzielczosci wykorzystano mniej skondensowane
chromosomy pachytenowe (Pecinka et al. 2004).
Planowane sg podobne badania na innych gatun-
kach roslin (Jenkins, Hasterok 2007).

PRZEMIANY CHROMOSOMOWE
W EWOLUCJI ROSLIN

Dysponujac nowymi technikami cytogenetyki
molekularnej, mozemy probowac odpowiedziec
na pytanie, jakim przemianom podlegajg chro-
mosomy w czasie ewolucji? Na ten temat uka-
zuje si¢ w literaturze naukowej coraz wigcej prac
oryginalnych oraz réznych publikacji przegla-
dowych i opracowan ksiazkowych (Olszewska,
Matuszynska 2001, Leitch et al. 2004).
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B. nigra
2n=16
2C=1.55 pg
B. carinata B. juncea
2n=34 2n=36
2C=3.15 pg 2C=3.05 pg
B. oleracea B. napus B. rapa
2n=18 2n=38 2n=20
2C=1.55 pg 2C=2.30 pg 2C=1.15 pg

Ryec. 3. Zaleznosci migdzy diploidalnymi i poliploidalnymi
gatunkami Brassica (trojkat U). Wielkoé¢ genomu wg Ben-
nett, Leitch 2005.

Fig. 3. Relationships between diploid and poliploid Brassica
species (U triangle). Genomes size according to Bennett,
Leitch 2005.

Konwencjonalne metody cytogenetyczne
juz od dawna byly wykorzystywane w analizie
pokrewienstwa migdzy gatunkami. Dobrym
przykladem takich badan moze by¢ tzw. trojkat
U zaproponowany przez japonskiego badacza
U (1935). Na podstawie analizy mejozy i ko-
niugacji chromosomow przedstawit on korelacje
migdzy 6 gatunkami Brassica. Trzy gatunki
diploidalne B. nigra, B. rapa i B. oleracea,
umieszczone na rogach trojkata, sa gatunkami an-
cestralnymi allotetraploidow B. napus, B. juncea
1 B. carinata (Ryc. 3). Trochg p6zniej Robbelen
(1960), stosujac tradycyjne metody analiz cyto-
genetycznych, zasugerowal paleopoliploidalny
charakter diploidalnych gatunkéw Brassica. Ba-
dania te zostaly w pelni potwierdzone badaniami
molekularnymi (Quiros, Hu 1995).

Po zsekwencjonowaniu genomu Arabidopsis,
ku duzemu zaskoczeniu badaczy stwierdzono,
ze Arabidopsis thaliana, uznawany za typowy
gatunek diploidalny, przeszedl rowniez w swojej
historii poliploidyzacjg, o czym swiadcza liczne
powtorzenia w genomie. Analiza sekwencji wy-
kazala takze liczne rearanzacje, ktore wystapily
po wezesniejszym procesie poliploidyzacji, takie
jak inwersje 1 translokacje (Arabidopsis Genome
Initiative 2000).

Powstaje pytanie, jakie mechanizmy prze-
mian chromosomowych w czasie ewolucji

prowadza do powstawania nowych gatunkow?
Nie wszystkie procesy sa wyjasnione, ale do
wazniejszych mozna zaliczy¢ przede wszystkim
poliploidyzacj¢, peknigcia chromosomoéw, akty-
wacj¢ elementow ruchomych, niesymetryczng
rekombinacj¢ homologiczng i rekombinacjg nie-
uprawniong (Ma, Gustafson 2005).

Szacuje sig, ze okoto 70% roslin okrytona-
siennych jest poliploidami, a wigkszos¢ waznych
roslin uprawnych to allo- (pszenica, rzepak,
owies, banan, tyton) lub autopoliploidy (ziem-
niaki). Te, ktore uznawano za diploidy, okazaty
si¢ paleopoliploidami (kukurydza, bawelna, soja).
W ewolucji szczegolna rolg odgrywaja allopoli-
ploidy, tzn. rosliny, ktore pochodza z krzyzowania
réznych gatunkoéw, czgsto spokrewnionych. Ro-
§liny takie musza mie¢ co najmniej dwa genomy
kazdego typu, aby mogta zachodzi¢ prawidlowo
mejoza, ale ze wzgledu na pokrewienstwa moze
zachodzi¢ koniugacja chromosoméw homeolo-
gicznych, powodujac zaburzenia w mejozie,
a w konsekwencji obnizenie plodnosci. Poii-
ploidy wraz ze zwielokrotnieniem liczby chro-
mosomow maja zwielokrotniong liczbg kopii
poszczegolnych gendw. To wszystko powoduje,
ze poliploidy sg bardzo niestabilne genetycznie
i cytologicznie, co prowadzi do powstania gene-
tycznych i epigenetycznych przemian. Dlatego
tez genom poliploida nie jest sumg genomow di-
ploidalnych. W procesie poliploidyzacji powstaje
nowy genom, bedacy wynikiem interakcji migdzy
genomami ancestralnymi (Ryc. 4).

Allopoliploidy nowo resyntetyzowane na
drodze krzyzowania znanych gatunkow ance-
stralnych sg dobrym sprawdzianem, czy wy-
typowane gatunki sg rzeczywiscie rodzicami
badanego allopoliploida, a jednoczesnie daja
mozliwosé sledzenia zmian, jakie zachodza
w kolejnych pokoleniach mieszanca. Przepro-
wadzone badania na kilku resyntetyzowanych
gatunkach, takich jak Arabidopsis suecica, psze-
nica, pszenzyto i Brassica, wykazaly szybkie
zmiany genetyczne i cytogenetyczne, prowa-
dzace do stabilizacji mieszancow i1 w efekcie
zachowania si¢ chromosomow jak u diploida.
Proces ten zostal nazwany diploidyzacja allo-
poliploidow (Ma, Gustafson 2005).
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Ryc. 4. Schemat procesow poliploidyzacji i diploidyzacji
w ewolucji roslin.

Fig. 4. The schema of poliploidization and diploidization
processes in plant evolution.

Diploidyzacja genetyczna obejmuje zmiany
genetyczne, takie jak wyciszanie jednej kopii
genow lub zmiang jego funkcji na drodze mu-
tacji. Ostatnio, coraz wigksza rolg przypisuje
sic modyfikacjom epigenetycznym. Natomiast
diploidyzacja cytologiczna obejmuje opisy-
wana u wielu gatunkow eliminacj¢ sekwencji
DNA, oraz przemiany chromosomowe. Porow-
nanie $rednich zawartosci jadrowego DNA ga-
tunkow diploidalnych z poliploidami pokazuje
znaczne obnizenie wielkosci genomu poliplo-
idéow w stosunku do wielkosci spodziewanej,
tzn. bedacej wielokrotnoscig diploida (Leitch,
Bennett 2004).

Jaki jest mechanizm zmniejszania genomu?
Stwierdzono, wykorzystujac resyntetyzowane
allopoliploidy, ze zmniejszenie wielkosci ge-
nomu nastepuje juz w pierwszych pokoleniach
mieszancéw poprzez eliminacjg okreslonych se-
kwencji DNA. Eliminacj¢ sekwencji DNA opi-
sano u pszenicy (Ozkan et al. 2003) i Brassica
(Song et al. 1995). Analiza pszenzyta wykazata,
ze genom pszenicy byl stosunkowo stabilny, pod-
czas gdy zyta ulegal przemianom i eliminacji
sekwencji. Wiaze si¢ to z mniejszym pokrewien-
stwem migdzy zytem i pszenica niz np. migdzy
gatunkami ancestralnymi pszenicy (Ma et al.
2002). Eliminacja sekwencji DNA obejmuje za-
rowno sekwencje wystgpujace w matej liczbie
kopii, jak i sekwencje wysoko powtarzalne i nie
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jest losowa. Interesujace, ze pewne sckwencje
sa eliminowane czgsciej niz inne. Proces eli-
minacji jest szybki i dotyczy tych samych se-
kwencji w kolejnych pokoleniach mieszancow
lub réznych osobnikow w tej samej krzyzdwce,
czy nawet u réznych allopoliploidow otrzyma-
nych z krzyzowania innych form rodzicielskich
(Liu et al. 1998, Kashkush et al. 2002, Ma et al.
2002).

Lokalizacja na drodze FISH genéw rybo-
somalnego RNA jest dobrym markerem chro-
mosomow i jest czgsto wykorzystywana przez
cytogenetykow do poréwnawczych analiz chro-
mosomow. I tak u gatunkéw z rodzaju Bras-
sica wyrdzniono osiem typow chromosomow
niosacych geny 45S lub 5S rRNA, charaktery-
stycznych dla poszczegdlnych genoméw (Ha-
sterok et al. 2001). Okazalo sig, ze poliploidy
nie zawsze maja wielokrotnos¢ loci gatunkéw
diploidalnych, a nowe typy lokalizacji badanej
sekwencji pokazuja, jakie przemiany nastapity
w czasie specjacji (Hasterok et al. 2006). Innym
przykfadem wykorzystania chromosoméw niosa-
cych rDNA do analiz filogenetycznych moga by¢
ostatnio prowadzone badania na Brachypodium
distachyon (trawie majacej szanse stac sig¢ rosling
modelowa w biologii molekularnej obok Arabi-
dopsis i ryzu). Analizowano kolekcjg przeszio 50
ekotypow B. distachyon z liczba chromosomow
od 10 do 30. Poczatkowo uwazano, Ze jest to
seria autopoliploidow, ale poréwnanie morfologii
chromosomow i lokalizacji genow rRNA wy-
kazalo, ze niektore poliploidy nie sg wynikiem
podwojenia chromosomoéw B. dystachyon. Ga-
tunek ten zawiera par¢ chromosomow z 5S rDNA
i parg z 45S rDNA, a badane linie heksaploidalne
nie majg trzech par takich chromosomoéw, poza
tym lokalizacja genow rRNA jest inna. Wskazuje
to, ze ekotyp z 30 chromosomami jest raczej
allopoliploidem zawierajacym jeden genom po-
chodzacy od B. distachyon, a drugi podobny do
B. sylvaticum (2n=20) (Hasterok et al. 2004).

Poréwnawcza analiza lokalizacji genow
rRNA w poliploidalnych genomach Cheno-
podium album dostarczyta réwniez danych
wskazujacych na eliminacj¢ sekwencji rDNA.
Genotypy tetraploidalne i heksaploidalne maja
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mniejsza liczbe loci genow rRNA niz wynika-
foby to z liczby u diploida, co wskazuje na utrate
loci IDNA w genomach poliploidalnych przy
zachowanej prawidlowej liczbie chromosoméw
(Kolano et al. 2005).

Diploidyzacja na drodze chromosomowych
rearanzacji obejmuje nie tylko utratg sekwencji
DNA, jak np. wspomniana utrata genow rRNA,
ale rowniez innego typu przemiany (Volkov et al.
1999). Istotne znaczenie w procesie diploidy-
zacji chromosomowej maja opisywane u wielu
allopoliploidow translokacje migdzygenomowe
pomigdzy chromosomami homeologicznymi
(Kenton et al. 1993, Jellen et al. 1994, Pasakin-
skiene, Jones 2005).

Przeciwienstwem do wyzej wspomnianych
sg gatunki allopoliploidalne, ktérych diploidalne
genomy ancestralne zachowaly si¢ bez wigkszych
zmian w genomie allopoliploidalnym. Przy-
ktadem moze by¢ stosunkowo mtody, allopoli-
ploidalny gatunek Spartina anglica (2n=122),
ktory powstal ze skrzyzowania S. maritima
(2n=60) i S. alterniflora (2n=62) w koncu
XIX wieku. Molekularne analizy poréwnawcze
wykazaly, ze w genomie Spartina anglica nie
zaszly istotne zmiany od czasu powstania tego
gatunku (Baumel et al. 2001, Ainouche et al.
2004). Wskazuje to, ze rozne gatunki maja inng
reakcje na allopoliploidyzacje, a czas i poziom
procesow prowadzacych do diploidyzacji zalezy
od gatunkow.

Procesy poliploidyzac;ji i diploidyzacji sa ob-
serwowane nie tylko u roélin okrytonasiennych.
Poliploidy wystepuja wsréd mszakow, w tym
u watrobowcow. Jeden z gatunkow watrobowcow
Pellia borealis jest allopoliploidem, powstatym
z krzyzowania dwoch gatunkow kryptycznych
Pellia epiphylla S i N. Porbwnawcza analiza
cytogenetyczna tych trzech kariotypow potwier-
dzita allopoliploidalne pochodzenie P. borealis,
utratg loci rDNA i nowe typy chromosomow,
ktére wskazujg na przemiany chromosomowe,
ktore zaszly po powstaniu allotetraploida (Orze-
chowska et al. 2005).

Naczelnym celem w badaniach ewolucji
gatunkéw jest okreslenie kariotypu ancestral-
nego i rekonstrukcja zdarzen prowadzacych do

wspolczesnego kariotypu. Mozna to osiagnac,
wykorzystujac kolinearno$¢ migdzy gatun-
kami. Jedna droga opiera si¢ na mapowaniu
genetycznym, jak to przedstawiono dla roslin
zbozowych (Moore et al. 1995), a druga, wy-
korzystujaca poréwnawcze malowanie chromo-
somow, jest z powodzeniem stosowana w analizie
genomu cztowieka i innych kreggowcow (Scher-
than et al. 1994).

Wykorzystujac klony BAC Arabidopsis tha-
liana i opracowang dla tego gatunku metod¢ ma-
lowania chromosomodw, przedstawiono bardzo
interesujace badania kolinearnosci miegdzy
A. thaliana i innymi gatunkami z rodziny Bras-
sicaceae. Celem tej pracy bylo sprawdzenie
hipotezy, ze kariotyp A. thaliana powstat z ance-
stralnego kariotypu z o$mioma chromosomami.
Na podstawie przeprowadzonej analizy zapro-
ponowano schemat przemian chromosomowych
prowadzacych do redukcji liczby chromosoméw
z 8 u A. lyrata do 5 u A. thaliana. W tym celu
kontigi klonéw BAC A. thaliana tak dobrano,
aby na drodze hybrydyzacji in situ poma-
lowa¢ chromosomy A. lyrata na rozne kolory,
a nastepnie uzyto tych zestawéw do malowania
chromosomow A. thaliana. 1 tak sonda, malu-
jaca dystalng czg$¢ chromosomu 1 4. thaliana,
maluje caty chromosom 2 A. lyrata. Analizujac
szczegotowo rozklad sond, mozna bylto okresli¢
miejsca fuzji chromosoméw, oraz wykry¢ in-
wersje, wzajemne translokacje, jak tez eliminacje
matych odcinkéw chromosoméw. Zastosowanie
tych sond do malowania chromosoméw innych
spokrewnionych gatunkéw pozwolito zrekon-
struowaé¢ ewolucj¢ kariotypow tych gatunkow
(Lysak et al. 2006).

Ostatnio, bardzo interesujace badania nad
kolinearnoscig genomow Arabidopsis 1 Bras-
sica przedstawil zespot polskich badaczy (Ziol-
kowski et al. 2006). Wykorzystali oni rowniez
klony BAC Arabidopsis zawierajace okreslone
fragmenty chromosomu 2 i 3 A. thaliana do
FISH z chromosomami Brassica oleracea. Po-
twierdzili, ze badane regiony chromosomow
Arabidopsis wystgpuja trzykrotnie w genomie
Brassica, ale tylko jeden blok jest niezmie-
niony. Inne ulegly rearanzacjom strukturalnym,
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prowadzac do diploidyzacji genomu Brassica.
Analizujac miejsca pgknigcia chromosomu,
wykazali, ze heksaploidalny przodek Brassica
powstal w wyniku wielu zdarzen rozciagnigtych
w czasie, a ostatnim zdarzeniem byla allopo-
liploidyzacja. Zaproponowano model ewolucji
tych gatunkéw wykazujac, ze tetraploidyzacja
przodka wydarzyta si¢ 30-35 milionéw lat temu,
a rozejécie si¢ drog ewolucji Arabidopsis i Bras-
sica nastapito okoto 20-24 milion6w lat temu.

Cytogenetyczna analiza chromosoméw w po-
faczeniu z badaniami genetyki molekularne;j
dostarczyta informacji o niektérych procesach
zachodzacych w ewolucji, ale wiele pozostato
jeszcze niewyjasnionych. Dotychczasowe ba-
dania wykazaly kluczowa rolg w ewolucji ro-
§lin proceséw poliploidyzacji i nastgpujacej po
niej diploidyzacji, bgdacymi jednym ze zrodet
zmiennosci.
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