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Ocena wewnatrzgatunkowego podobienstwa
genetycznego Avena fatua L. w oparciu
o polimorfizm DNA

Assessment of Avena fatua L. intraspecific genetic similarity based on DNA
polymorphism

W pracy analizowano poziom polimorfizmu DNA oraz podobienstwo genetyczne polskich i
zagranicznych ekotypow Avena fatua L. za pomoca metod ISSR i REMAP. Dziewigtnascie starterow
ISSR oraz 20 par starterow REMAP zostalo wykorzystanych do uzyskania profili DNA, a amplifikacji
uleglto odpowiednio 238 i 468 fragmentow. Warto$¢ wspolczynnika informacji o polimorfizmie (PIC)
okreslona dla metody ISSR wahata si¢ od 0,52 do 0,81, za$ dla REMAP od 0,46 do 0,99. Srednia
warto$¢ PIC dla obu metod byta taka sama i wyniosta 0,65. Podobienstwo genetyczne szacowano
wykorzystujac algorytm Dice’a, a klasteryzacje przeprowadzono metoda UPGMA, niezaleznie dla obu
technik. Korelacja migdzy matrycami indeksow podobienstwa byta relatywnie wysoka i wyniosta 0,69.
Pomimo duzego podobienstwa w topologii, na dendrogamach uzyskanych w oparciu o polimorfizm
identyfikowany metodami ISSR oraz REMAP obserwowano rowniez pewne roznice. Klasteryzacja nie
wykazala zgodnosci z pochodzeniem geograficznym obiektow. Formy skolekcjonowane w Polsce
charakteryzowaly si¢ nieznacznie mniejszym zréznicowaniem, anizeli formy pochodzace z pozostalych
krajow. Wyniki badan wykazaly wysokie wewnatrzgatunkowe podobienstwo Avena fatua.

Stowa kluczowe: Avena fatua L., ISSR, podobiefistwo genetyczne, REMAP

The level of DNA polymorphism and genetic similarity of Polish and foreign Avena fatua L.
ecotypes were studied using the ISSR and REMAP approaches. Nineteen ISSR primers and 20 REMAP
primer pairs combinations used for DNA profiling, amplified 238 and 468 fragments, respectively.
Polymorphic information content (PIC) values ranged from 0.52 to 0.81 for ISSR and from 0.46 to 0.99
for REMAP. Mean values of PIC for ISSR and REMAP were the same — 0.65. Genetic similarities
were estimated using Dice algorithm and cluster analyses were performed using UPGMA method,
independently for the two molecular marker techniques. Data obtained with both techniques were
relatively high correlated (r = 0.69). Despite of high similarity of dendrograms obtained with ISSR and
REMAP methods, some clustering differences were observed. Clustering did not display agreement
with geographic region or country of origin. Polish ecotypes showed less diversity than forms
originating from the other countries. The results of this study have provided evidence of high intra-
species genetic similarity of Avena fatua.
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WSTEP

Owies ghuchy (4vena fatua L.) pochodzi z Azji, jednak blizsze okreslenie rejonu jego
réznicowania nie jest mozliwe (Nalewaja, 1977; Kieé¢, 2000). Gatunek ten jest
charakterystyczny dla strefy klimatu umiarkowanego, ale pojawia si¢ takze w warunkach
klimatu suchego i potsuchego (Sharma i Van den Born, 1978; Morikawa, 1989). Nalezy do
najgrozniejszych chwastdéw, szczegdlnie zboz jarych (Sharma i Van den Born, 1978; Li i
in., 2007). Obserwuje si¢ state rozprzestrzenianie tego gatunku na $§wiecie, co wskazuje na
jego duzy potencjat adaptacyjny (Mengistu i in., 2005).

W Polsce Avena fatua pojawia si¢ w uprawach na terenie catego kraju, stale
rozszerzajac zasigg swego wystepowania (Skrzyczynska, 1998; Kie¢, 2000). Na produkcje
swej suchej masy zuzywa okoto 50% wiecej wody, niz chocby pszenica jara. Powoduje to
znaczgcg obnizke plondéw zbdz, ktdérym towarzyszy w uprawie (Sharma i Van Den Born,
1978; Skrzyczynska, 1998).

Avena fatua odznacza si¢ duzg zmienno$cig cech morfologicznych (Darmency i Aujas,
1992). Falkowski i wsp. (1982) wyrozniajg 4 jego odmiany botaniczne: var. fatua, var.
glabrata Peterm., var. intermedia (Lestib.) Lej. Et Cort. 1 var. pilosissima S. F. Gray. Z
kolei Kie¢ (2000), opierajac si¢ na zmienno$ci cech morfologicznych i biochemicznych,
proponuje wyodrebnienie dwoch podgatunkow: subsp. fatua i subsp. brevipilosa, a w
obrgbie kazdego z nich pigciu odmian botanicznych.

A. fatua postrzegany jako bardzo agresywny i trudny do zwalczenia chwast, z
hodowlanego punktu widzenia stanowi potencjalny rezerwuar zmienno$ci genetycznej,
bardzo pozadanej w hodowli owsa zwyczajnego. Wsrod ekotypodw A. fatua zidentyfiko-
wano geny decydujace o wezesnosci dojrzewania, odpornos$ci na suszg (Rines 1 in., 1980),
szybkim wzroscie wegetatywnym (Welch i Leggett, 1997), dorodno$ci ziarniakow,
wysokiej zawarto$ci biatka i thuszczu w ziarnie (Frey, 1975), odporno$ci na rdzg koronowa
i zdzblowg (Frey, 1986), tolerancji na wirus zoltej kartowatosci jeczmienia (BYDV)
(Comeau, 1984), warunkujacych kartowatos¢ (Milach i in., 1998; Morikawa i in., 2007),
odpornos¢ na herbicydy (Cavan i in., 1998) czy dlugi okres spoczynku ziarniakoéw
(Fennimore i in., 1999). A. fatua dotychczas wykorzystywany byl w programach
hodowlanych w niewielkim zakresie. Jednym z nielicznych przyktadow wprowadzenia
materialu genetycznego tego dzikiego gatunku do form uprawnych jest przystosowanie do
uprawy na obszarach suchych i wyjatkowa wczesno$¢ amerykanskich odmian Sierra,
Rapida i Montezuma oraz odpornos¢ na rdzg koronowa cv. Sierra (McMullen i Patterson,
1992).

Zréznicowanie morfologiczne, bogactwo wartoSciowych gendéw 1 niespotykana
zdolno$¢ adaptacyjna A. fatua pozwalaja przypuszczac, ze pula genetyczna tego gatunku
jest bogata i heterogeniczna. Analizy molekularne, ktére przeprowadzono dotychczas dla
form amerykanskich, chinskich i pakistanskich nie potwierdzity jednak tej hipotezy
(Mengistu i in., 2005; Li i in., 2007; Mirza i in., 2007).
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Celem pracy bylo dokonanie:

— oceny genetycznego podobienstwa wewnatrzgatunkowego Avena fatua L. w oparciu o
polimorfizm DNA identyfikowany metodami ISSR i REMAP,

— analizy porownawczej ekotypow pochodzgcych z Polski z formami skolekcjonowanymi
w roznych rejonach $wiata (Japonii, Albanii, Etiopii, Grecji, Libii, Rosji i Rumunii).

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowito 12 ekotypow Avena fatua L. (tab. 1) sprowadzonych z
bankéw gendéw: Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK),
Gatersleben w Niemczech, Research Institute of Crop Production (RICP), Gene Bank,
Praga — Ruzyne w Republice Czeskiej, N. I. Vavilow All- Russian Scientific Institute of
Plant Industry (VIR), St. Petersburg w Rosji oraz Krajowego Centrum Roslinnych
Zasobow Genowych (KCRZG), Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Radzikowie.

Tabela 1
Charakterystyka badanych ekotypéw Avena fatua L.
Characteristics of the analyzed Avena fatua L. ecotypes
Oznaczenie ekotypu Bank genow Kraj pochodzenia
Ecotype description Genebank Country of origin
AVE 270 IPK Albania
AVE 438 IPK Grecja — Greece
AVE 1322 IPK Etiopia — Ethiopia
AVE 2407 IPK Libia — Libya
AVE 2804 IPK Rumunia — Romania
PIS1631 IHAR Polska — Poland
PI51633 IHAR Polska
P152190 IHAR Polska
PIS1601 IHAR Polska
PIS1635 IHAR Polska
03C0701476 RICP Rosja— Russia
1963 VIR VIR Japonia — Japan

IPK — Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research, Gatersleben, Germany
IHAR — Krajowe Centrum Roslinnych Zasobow Genowych, IHAR w Radzikowie

RICP — Research Institute of Crop Production, Gene Bank, Ruzyne, Czech Republic

VIR — N. L. Vavilov All- Russian Scientific Institute of Plant Industry, St. Petersburg, Russian

DNA wyizolowano metoda Milligana (1992) z fragmentow 15-20 koleoptyli kilku-
dniowych siewek w dwoch niezaleznych powtorzeniach dla kazdej formy. Reakcje ISSR
przeprowadzono zmodyfikowana metoda Zigtkiewicz i wsp. (1994), za§ REMAP
zmodyfikowang metodg Kalendara i wsp. (1999) dla kazdej formy w dwoch powtorzeniach
z jednoczesng kontrolag negatywna. W metodzie ISSR w sktad mieszaniny reakcyjnej o
objetosci 15 pLL wchodzity: 1 x bufor do PCR (75 mM Tris-HCI pH 8,8; 20 mM (NH4)2SOs4,
0,01% Tween 20) (Fermentas, Litwa); 160 uM kazdego dNTP; 5,3 pM startera; 1,3 mM
MgCl,, 0,4 mM spermidyny, 80 ng genomowego DNA; 0,5 U polimerazy DNA Taq
(Fermentas, Litwa). Stosowano nast¢pujacy profil termiczny: 95°C 2°30”; 6 x (94°C 457,
58°C< -0.5°C/eykl> 457, 72°C 457); 32 x (94°C 457, 55°C 45”, 72°C 45”); 72°C 10°. W
metodzie REMAP mieszanina reakcyjna o objgtosci 15 pl sktadata si¢ z: 1 x bufor do PCR
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(10 mM Tris pH 8,8; 50 mM KCIl; 0,08% Nonidet P40) (Fermentas, Litwa), 200 pM
kazdego dANTP, 3 pM startera Foreward i Reverse, 2,2 mM MgCl,, 0,4 mM spermidyny,
60 ng genomowego DNA, 1U polimerazy DNA Taq (Fermentas, Litwa). Profil termiczny
reakcji amplifikacji byt nastgpujgcy: 95°C 4°; 38 x (94°C 457, 55°C 457, 72°C 45”); 72°C
10°. Elektroforetyczny rozdziat produktow PCR prowadzono w 2,5% zelu agarozowym z
0,01% EtBr w buforze TBE przez 2,5 h przy napieciu 120 V. Zdjecia rozdziatow
analizowano okres$lajac obecnos¢ lub brak prazkow.

Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono wspotczynnik informacji o polimor-
fizmie — PIC (polymorphism information content) zgodnie z zatozeniami Nei (1973).
Podobienstwo genetyczne (SI— similarity index) szacowano pomig¢dzy parami wszystkich
badanych obiektéw zgodnie z formuta Dice’a (Nei i Li, 1979). Matryce SI uzyskane na
podstawie polimorfizmu identyfikowanego metodami ISSR oraz REMAP postuzyty do
konstrukcji dendrograméw metoda UPGMA przy zastosowaniu programu NTSYS-pc
(Rohlf, 2001). Obliczono wspdlczynnik korelacji pomigdzy matrycami indeksow
podobienstwa.

WYNIKI

Reakcje amplifikacji DNA przeprowadzono z 19 starterami ISSR oraz 20 parami
starterow REMAP. Calkowita liczba uzyskanych produktéw ISSR wyniosta 238, z ktorych
106 (44,5%) byto polimorficznych (tab. 2).

Tabela 2
Poréwnanie polimorfizmu identyfikowanego metodami ISSR i REMAP
Comparison of polymorphism identified by the ISSR and REMAP methods

Poréwnywany parametr
Comparative parameter

ISSR REMAP

Liczba uzytych starteréw — Number of primers used 19 20
Catkowita liczba produktow — Total number of products 238 468
Liczba produktéw polimorficznych — Number of polymorphic products 106 208
Udziat produktéw polimorficznych — Contribution of polymorphic products (%) 44,5 44,4
Srednia liczba produktdw / starter — Mean number of products per primer 12,5 23,4
Srednia liczba produktow polimorficznych / starter — Mean number of polymorphic products per primer 5,6 10,4
Liczba produktow specyficznych — Number of specific products 13 18
Srednia warto$¢ PIC — Mean PIC value 0,65 0,65
Catkowita liczba profili — Total number of profiles 131 200
Srednia liczba profili / starter — Mean number of profiles per primer 6,9 10,0

Amplifikacji metoda REMAP uleglo 468 fragmentow, w tym 208 (44,4%)
polimorficznych. Srednio kazdy starter ISSR uczestniczyt w syntezie 5,6 polimorficznych
fragmentow DNA, a para starterow REMAP inicjowata amplifikacje 10,4 takich odcinkow.
Wartos¢ wspodtczynnika informacji o polimorfizmie (PIC) okreslona dla metody ISSR
wahata si¢ od 0,52 do 0,81, zas dla REMAP od 0,46 do 0,99. Srednia wartos¢ PIC dla obu
metod byta taka sama i wyniosta 0,65. Zidentyfikowano 10 specyficznych produktow ISSR
oraz 20 REMAP. Wigkszo$¢ z nich byta charakterystyczna dla ekotypu AVE 270.
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Liczba wszystkich profili prazkow, czyli liczba kombinacji fragmentéw DNA uzyski-
wanych dla poszczegolnych obiektow przy udziale starteréw ISSR wyniosta 131, za$
REMAP — 200. Uzyskane profile umozliwity identyfikacje wszystkich badanych form.

Wyniki badan polimorfizmu metodami ISSR i REMAP stanowily podstawe do
utworzenia matrycy indeksow podobienstwa genetycznego Dice’a. Wartosci indeksow
uzyskane dla obu metod byly bardzo zblizone (tab. 3).

Tabela 3
Srednie warto$ci indekséw podobienstwa genetycznego Dice’a oszacowane na podstawie polimorfizmu
identyfikowanego metodami ISSR i REMAP
Mean values of Dice genetic similarity indices estimated based on polymorphism identified by the
ISSR and REMAP methods

Srednia wartoé indeksow podobienstwa Dice’a Zakres wartosci indeksow podobienstwa
Metoda . e
Method Mean values of Dice genetic similarity indices genetycznego
Polska — Poland | $wiat — world | razem — total Range of genetic similarity indices values
ISSR 0,91 0,89 0,90 0,84-0,98
REMAP 091 0,89 0,90 0,85-0,96

—— — T ————
00 033 0sa 095 1m
Podohiefistwo genstycame Dice'a

Dice genetic sirnilarity

Rys. 1. Dendrogram analizowanych ekotypow A. fatua L. uzyskany metoda UPGMA w oparciu
o polimorfizm identyfikowany metoda ISSR
Fig. 1. UPGMA dendrogram of the analysed A. fatua L. ecotypes based on polymorphism identified
by the ISSR method

Wartosci indeksow okreslone na podstawie polimorfizmu identyfikowanego metoda
REMAP zawieraly si¢ w przedziale 0,85-0,96, zas metoda ISSR 0,84—-0,98, $rednio 0,90
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niezaleznie dla kazdej z metod. Wspolczynnik korelacji matryc indeksow podobienstwa
byt statystycznie istotny i wyniost 0,69. Wysokie podobienstwo genetyczne analizowanych
form A. fatua wskazuje na ich matg réznorodnos¢. Podobienstwo genetyczne obiektow
skolekcjonowanych w Polsce bylo nieznacznie wigksze, anizeli form pochodzacych z
innych rejondéw $wiata. Niezaleznie od zastosowanej metody oceny polimorfizmu DNA
topologia uzyskanych dendrograméw byta podobna (rys. 11 2).

AVE 270

AVE 438

AVE 2804

AVE 1322

I 51633

AVE 2407

1 51631

P 32190

1963 VIR
e
L 51635

BC001476

T T T T T T T T —T T T T T
0ss 0 0.5 1m
Podotietistwn genayeme Dicda

Dice genetic similarity

Rys. 2. Dendrogram analizowanych ekotypow A. fatua L. uzyskany metoda UPGMA w oparciu o
polimorfizm identyfikowany metoda REMAP
Fig. 2. UPGMA dendrogram of the analysed A. fatua L. ecotypes based on polymorphism identified by
the REMAP method

Najmniejszym podobienstwem do wszystkich badanych form charakteryzowat si¢ AVE
270 pochodzacy z Albanii. Usytuowatl si¢ on na obrzezach obu dendrogramow. Pozostate
obiekty uformowaly dwa klastry. W obrgbie pierwszego z nich znalazty si¢ formy:
PI51601, PI51635 oraz 03C0701476. W tej grupie skupien na dendrogramie
skonstruowanym na podstawie polimorfizmu markerow ISSR znalazt si¢ réwniez
1963 VIR. Pozostate ekotypy utworzyty na obu dendrogramach odrgbny klaster, jednakze
zaobserwowano dos¢ duze réznice w obrgbie subklastrow.

DYSKUSJA

Avena fatua L. jest jednym z siedmiu heksaploidalnych gatunkéow w obrebie rodzaju
Avena L. (Zeller, 1998), a jego sktad genomowy, podobnie jak u pozostatych heksaploidow
opisano jako AACCDD (Rajhtahy i Thomas, 1974). Spadek zréznicowania genetycznego
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odmian A4. sativa sklania do poszukiwania zmiennosci w gatunkach pokrewnych.
Najprostszym 1 budzagcym najmniej kontrowersji sposobem poszerzenia zmienno$ci
odmian jest wprowadzenie pozadanych gendéw z gatunkoéw dzikich poprzez krzyzowanie.
W obregbie rodzaju Avena nie stwierdzono wystgpowania barier krzyzowalnosci na
heksaploidalnym poziomie ploidalnosci (Leggett, 1992). Uzyskiwane mieszance s ptodne
i stabilne cytogenetycznie, a wigc mozliwy jest transfer genow z gatunkéw dzikich do form
uprawnych (Leggett, 1992; Chrzastek i in., 2003).

A. fatua byt zaledwie kilkakrotnie obiektem analiz molekularnych. Cavan i wsp. (1998)
wykorzystujac metode RAPD stwierdzili mozliwo$¢ spontanicznego powstawania
mieszancow miedzygatunkowych A. sterilis x A. fatua i wyjasnili zjawisko rozprzestrze-
niania si¢ odpornosci na herbicydy. Fennimore i wsp. (1999) zidentyfikowali markery
RAPD sprzezone z genami warunkujacymi dtugi okres spoczynku ziarniakow u A4. fatua.
Chrzastek 1 wsp. (2003) stosujgc te samg metodg potwierdzili mieszancowy charakter
kombinacji 4. sativa x A. fatua.

Analiza polimorfizmu DNA pozwala na bezposrednie oszacowanie zrdéznicowania
genetycznego (Sztuba-Solinska, 2005). Oceng zmiennosci genetycznej w obrebie A. fatua
przeprowadzili Mengistu i wsp. (2005) wykorzystujac polimorfizm identyfikowany
metodami RAPD i ISSR, za$ Li i wsp. (2007) — metoda SSR. Mengistu i wsp. (2005)
analizowali 36 amerykanskich populacji 4. fatua, skolekcjonowanych w Potnocnej
Dakocie, odpornych i wrazliwych na herbicydy. Sredni dystans genetyczny pomiedzy
badanymi przez autoré6w formami wyniost zaledwie 0,08. Populacje tego gatunku
pochodzace z USA oraz sze$ciu prowincji Chin oceniali Li i wsp. (2007). Uzyskane przez
autor6w wyniki rowniez wykazaty duze podobienstwo badanych form — indeksy
podobienstwa przyjmowaly warto$ci od 0,87 do 0,99. W niniejszej pracy w celu okreslenia
zréznicowania genetycznego A. fatua zastosowano metody ISSR i REMAP. Wartosci
indekséw podobienstwa genetycznego, obliczone niezaleznie, na podstawie polimorfizmu
identyfikowanego za pomocg obu technik, byty zblizone do uzyskanych w badaniach
Mengitsu i wsp. (2005) oraz Li i wsp. (2007). Zardwno wyniki badan wilasnych, jak i
cytowanych wyzej autorow wykazaty niewielkie zréznicowanie genetyczne 4. fatua na
poziomie DNA, co wskazuje na matg réznorodnos¢ tego gatunku. Jednoczesnie wysokie
wewnatrzgatunkowe podobienstwo genetyczne nie odzwierciedla duzych zdolnosci
adaptacyjnych owsa ghuchego.

Warto$¢ wspotczynnika informacji o polimorfizmie (PIC) dla poszczegdlnych starterow
ISSR wynosita od 0,21 do 0,81, za$ dla par starterow REMAP wahata si¢ od 0,47 do 0,99.
Srednia warto$é tego indeksu obliczona niezaleznie dla kazdej z metod byta identyczna i
wyniosta 0,65. Li i wsp. (2000) stosujac zaprojektowane dla owsa startery SSR dla 12
gatunkow z rodzaju Avena uzyskali srednig warto$¢ PIC 0,57 (0,28-0,79), zas dla 20
odmian Avena sativa 0,51 (0,10-0,85). Metoda analizy polimorfizmu dhugo$ci sekwencji
mikrosatelitarnych (SSR) jest postrzegana jako najbardziej efektywna w detekcji
polimorfizmu (Powell i in., 1996). Wyniki uzyskane w badaniach wtasnych wskazuja, ze
metody ISSR i REAMP identyfikujg podobny poziom polimorfizmu, poréwnywalny z
uzyskiwanym w metodzie SSR, jednakze z uwagi na wickszg wydajnos¢, metoda z wyboru
do analizy podobienstwa genetycznego w obrgbie A. fatua powinna by¢ REMAP.
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Na podstawie polimorfizmu DNA identyfikowanego metodami ISSR i REMAP
przeprowadzono analiz¢ skupien metodga UPGMA. Skonstruowane dendrogramy réznity
si¢ od siebie w niewielkim stopniu. Nie stwierdzono jednakze wspolnej klasteryzacji form
pochodzacych z podobnych rejondéw $wiata, badz skolekcjonowanych w jednym banku
genow. Mengistu i wsp. (2005) badajac zréznicowanie form owsa ghuchego odpornych i
wrazliwych na herbicydy wyodregbnili na dendrogramie 10 grup, przy czym 27 z 36
obiektow formowato cztery grupy gltowne. W trzech klastrach skupily si¢ formy
charakteryzujace si¢ podobnym pochodzeniem i identyczng odpornoscia na herbicydy. Li
i wsp. (2007) analizujac podobienstwo genetyczne 7 populacji owsa gluchego pocho-
dzacych z Chin i ze Standéw Zjednoczonych, w przeciwienstwie do wynikow uzyskanych
W niniejszej pracy, obserwowali na dendrogramie formowanie skupien odpowiadajacych
pochodzeniu badanych form. Autorzy stwierdzili jednak, Ze obiekty pochodzace z
obszarow Chin potozonych blizej siebie wcale nie ulegaly silniejszej klasteryzacji, anizeli
formy pochodzace z odlegtych rejondow kraju.

WNIOSKI

1. Analiza polimorfizmu DNA z zastosowaniem metod ISSR i REMAP wykazata
wysokie podobiefistwo genetyczne analizowanych form Avena fatua L. Formy
skolekcjonowane w Polsce charakteryzowaly si¢ mniejszym zrdznicowaniem
genetycznym, anizeli pochodzace z innych rejonow $wiata.

2. Efektywno$¢ metody REMAP w detekcji polimorfizmu byta niemal dwukrotnie
wyzsza anizeli metody ISSR, w zwigzku z tym bylaby ona metoda polecang do
dalszych badan zr6znicowania tego gatunku.
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