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Badania genetyczno-hodowlane mieszancow
heksaploidalnego owsa Avena sativa L. X Avena
byzantina Koch.

Genetic and breeding studies of hexaploid hybrids Avena sativa L. X Avena byzantina
Koch.

Celem pracy byly badania genetyczno-hodowlane nad mieszancami heksaploidalnego owsa Avena
sativa L. x Avena byzantina Koch. Do okre$lenia mieszancowego charakteru analizowanych
kombinacji wykorzystano metod¢ RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Z uwagi na duze
podobienstwo genetyczne pomiedzy A. sativa i A. byzantina nie zidentyfikowano fragmentéw DNA,
ktore moglyby potwierdzi¢c mieszancowy charakter analizowanych kombinacji. Stabilno$¢
cytogenetyczng mieszancoOw szacowano w oparciu o zachowanie sie chromosoméw w metafazie I,
anafazie [ oraz pdznej telofazie II, a takze na podstawie zywotnosci i wymiardw ziaren pytku. Uzyskano
wyniki §wiadczace o dobrej stabilnosci testowanych materialtow. Mieszanice byty porownywane do
form rodzicielskich pod wzgledem niektorych cech ilosciowych. Kombinacja Santor x A. byzantina
przewyzszala istotnie formy rodzicielskie pod wzgledem $redniej wysokosci roslin i dtugosci wiechy.
Masa 1000 ziarniakow byta wyzsza u mieszancow niz u form wyjsciowych. Ziarniaki mieszancowe
zawieraty wigcej biatka ogétem w poréwnaniu z formg mateczna.

Stowa kluczowe: Avena byzantina Koch., Avena sativa L., mieszance, mejoza, RAPD

The aim of the presented paper was genetic and breeding studies of F2 hexaploid hybrids Avena
sativa L. x Avena byzantina Koch. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) method was used
to confirm hybrid character of the analyzed cross combinations. Close similarity of A. sativa and A.
byzantina was probably the reason of lack of DNA fragments, which could confirm hybrid pedigree of
the analyzed forms. Behaviour of chromosomes in metaphase |, anaphase | and late telophase Il of
meiosis, viability and size of pollen grains were analyzed in order to estimate cytogenetic stability of
the hybrids. The obtained results testify to good cytogenetic stability of the analyzed genotypes. The
hybrids were compared to their parental forms regarding some quantitative traits. The plants of
combination Santor x A. byzantina were significantly taller than the initial forms and had longer
panicles. The weight of 1000 kernels of hybrids was higher than that of the initial forms. Kernels of the
hybrids Santor x A. byzantina contained significantly more protein than the maternal variety.
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WSTEP

Wséréd gatunkdéw uprawnych owsa najwigksze znaczenie ekonomiczne majg formy
heksaploidalne: Avena sativa L. (owies zwyczajny) oraz Avena byzantina C. Koch. (owies
bizantyjski). Na podstawie strukturalnego podobienstwa chromosomoéw oraz ich
koniugacji w mieszancach, sktad genomowy wszystkich heksaploidow zostal opisany
przez Rajhathego i Morrisona (1959) jako AACCDD. Istnieje wiele kontrowersji odno$nie
odrgbnosci gatunkow wsrdd heksaploidow. Ladizinsky i Zohary (1971) sugeruja, ze
wszystkie heksaploidy naleza do jednego gatunku A. sativa, natomiast wedtug Rajhathego
(1991) nalezy wyodrebnié¢ cztery gatunki heksaploidalne, a mianowicie: A. sativa, A.
byzantina, A. fatua i A. sterilis. Baum (1977), a nastepnie Leggett (1992) i Zeller (1998),
wyrdzniaja siedem heksaploidow: A. atheranta, A. fatua, A. hybrida, A. occidentalis, A.
sativa, A. sterilis oraz A. trichophylla. Z uwagi na duze podobienstwo morfologiczne do A.
sativa autorzy nie wyodrebniaja gatunku A. byzantina. Stosujac markery morfologiczne,
cytologiczne, izoenzymatyczne, a takze molekularne Phillips i Murphy (1993), Zhou i wsp.
(1999) oraz Jellen i Beard (2000) stwierdzili, ze A. sativa i A. byzantina stanowia dwa rézne
ekotypy lub odmiany botaniczne, ale nie odrgbne gatunki. Niemniej jednak genotypy
okreslane nadal jako A. byzantina sa czesto wykorzystywane w programach majacych na
celu wyprowadzenie materiatow wyjsciowych do hodowli nowych odmian owsa
zwyczajnego. U A. byzantina zidentyfikowano wiele interesujacych gendéw, m.in.
warunkujacych odporno$¢ na rdze koronowa, skrzypionki zbozowe oraz niewrazliwo$¢ na
dhugos¢ dnia (Frey, 1986; Wight i in., 1994).

Celem pracy bylo potwierdzenie mieszancowego charakteru kombinacji Avena sativa
L. x Avena byzantina Koch przy pomocy metody RAPD oraz okreslenie stabilno$ci
cytogenetycznej mieszancow i ich ocena pod wzgledem niektorych cech ilosciowych.

MATERIAL I METODY

Przedmiotem pracy byly uzyskane w Instytucie Genetyki i Hodowli Ros$lin Akademii
Rolniczej w Lublinie mieszance F» heksaploidalnego owsa:
— Avena sativa L. cv. Farys x Avena byzantina Koch.
— Avena sativa L. cv. Géral x Avena byzantina Koch.
— Avena sativa L. cv. Santor x Avena byzantina Koch.

oraz formy rodzicielskie: trzy polskie odmiany A. sativa L. i genotyp 50468 A.
byzantina sprowadzony z Banku Genéw ITHAR w Radzikowie. Krzyzowanie roslin
przeprowadzono w warunkach szklarniowych. Z kloskow w wiechach roslin matecznych,
na kilka dni przed kwitnieniem, usuwano wszystkie kwiaty, pozostawiajac jedynie
pierwszy, z ktdrego nastepnie wyrywano pylniki. Tak przygotowane wiechy izolowano. Po
okoto trzech dniach na dojrzate znamiona nanoszono §wiezy pytek z kwitngcych roslin
A. byzantina. W roku nastepnym ziarniaki mieszancowe F1 wysadzono w wazonach w hali
wegetacyjnej AR w Lublinie. Jednoczesnie dokonano rozmnozenia form rodzicielskich.
Rosliny zebrano w fazie dojrzatosci pelnej. W kolejnym roku na poletkach
doswiadczalnych Gospodarstwa Doswiadczalnego Akademii Rolniczej w Czestawicach
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wysiano mieszance F. i formy wyjSciowe. Doswiadczenie polowe zalozono metoda
blokow losowanych, w trzech powtdrzeniach.

W trakcie wegetacji roslin mtode wiechy do analizy mejozy oraz dojrzate pylniki do
oceny zywotnosci pytku pobierano i utrwalano w roztworze Carnoya. Preparaty
rozmazowe wykonywano w 2% acetokarminie. W okoto 100 komorkach macierzystych
pylku (KMP) kazdej formy analizowano konfiguracje chromosomow w metafazie I oraz
czestotliwo$é chromosoméw opoznionych i mostow chromatydowych w anafazie 1.
Frekwencj¢ mikrojader okre§lono obserwujac ok. 2500 tetrad u kazdej z badanych form,
za$ zywotno$¢ pytku oceniano na podstawie stopnia wypelnienia cytoplazmg ok. 3000
ziarn pytku kazdej formy. Ziarna, w ktorych cytoplazma stanowita od 75 do 100% objetosci
klasyfikowano jako pytek zywotny. Srednie wymiary pylku ustalono mierzac dtugos¢ i
szeroko$¢ 50 ziaren z kazdej formy.

Po zbiorze przeprowadzono ocen¢ laboratoryjng 30 losowo wybranych pojedynkow z
kazdej formy rodzicielskiej oraz po 60 mieszancow. Poniewaz do§wiadczenie zalozono w
trzech powtorzeniach z jednego poletka pobierano po 10 pojedynkéw form rodzicielskich
lub po 20 mieszancow. Analizowano wysokos¢ roslin, liczbe pedoéw produkcyjnych,
dtugos¢ wiechy, liczbe kloskow w wiesze, liczbe 1 mase ziarniakow z wiechy, ptodnosé
ktoska (liczba ziarniakow przypadajacych na jeden klosek w wiesze) oraz MTZ (masa
ziarniakow z wiechy / liczba ziarniakéw z wiechy x 1000). Zawarto$¢ biatka w ziarniakach
oznaczono metoda Kjeldahla stosujac przelicznik 5,7.

Ekstrakcje DNA przeprowadzono metoda Milligana (1992) dla kazdego genotypu z
pieciu koleoptyli kilkudniowych siewek. Amplifikacje markerow RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) przeprowadzono zmodyfikowang metoda Williamsa i wsp.
(1990) (Paczos-Grzeda, 2003 a). Reakcje wykonywano w dwoch powtorzeniach dla kazdej
analizowanej formy, jednocze$nie prowadzac reakcje kontrolng bez matrycy DNA.
Uzyskane produkty rozdzielano na 1,5% zelu agarozowym z 0,01% EtBr w buforze TBE
(89 mM Tris-borate, 2.5 mM EDTA) przez 2 h przy napigciu 100V. Rozdzielone
fragmenty DNA stawaty si¢ widoczne po pod§wietleniu zelu na transiluminatorze UV. W
celu dokumentacji wynikoéw uzyskany obraz fotografowano na filmach Polaroid. Zdjecia
skanowano i analizowano.

Do analizy statystycznej otrzymanych wynikdw wykorzystano program opracowany
przez O$rodek Informatyki AR w Lublinie. Zastosowano test F-Snedecora, a istotnosci
ro6znic pomiedzy obiektami stwierdzono przy pomocy wielokrotnych przedziatow ufnosci
Tukeya.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wedlug Souza i Sorrells (1991) A. byzantina moze stanowi¢ tatwo dostepne dla
hodowcow zrodto zmiennosci. Dystans genetyczny pomigdzy odmianami owsa oceniony
przez wyzej wymienionych autor6w na podstawie cech ilosciowych wskazuje, ze pula
gendw odmian A. byzantina jest bardziej zréznicowana niz pula genéw odmian A. sativa.
W programach hodowlanych A. byzantina wykorzystywany jest przede wszystkim jako
dawca genow odpornosci na niektdre choroby. Gatunek ten stanowil rowniez zrédto genow
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niewrazliwosci na dtugos$¢ dnia w hodowli kanadyjskich odmian: Donald, Newman i AC
Lotta (Wight i in., 1994).

W trakcie selekcji korzystnych genotypdéw z populacji mieszancow nieodzowne jest
testowanie roslin pod wzgledem stabilno$ci cytogenetycznej, a zastosowanie technik
molekularnej analizy DNA umozliwia skrocenie procesu hodowlanego pod warunkiem
wczesniejszej identyfikacji stabilnych markerow, silnie sprzezonych z pozadanym genem
lub genami.

U badanych w pracy mieszancow A. sativa x A. byzantina dla 80 testowanych starterow
RAPD nie obserwowano amplifikacji odcinkéw DNA charakterystycznych wytacznie dla
A. byzantina. W DNA mieszancow sporadycznie identyfikowano fragmenty
niewystepujace u zadnej z form rodzicielskich. Jednoczes$nie u mieszancOw nie zawsze
miala miejsce amplifikacja odcinkow DNA, ktorych obecnos¢ stwierdzono wczesniej u
form wyjsciowych (rys. 1).

M 1 la 2 2a 3 3a 4 K M
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—

Rys. 1. Obraz markerow RAPD amplifikowanych w obecnosci startera T02. 1-A. sativa cv. Farys, la-
Farys x A. byzantina; 2-Goral, 2a-Goral x A. byzantina; 3-Santor, 3a-Santor x A. byzantina, 4-A.
byzantina, K-kontrola, M-marker wielko$ci
Fig. 1. RAPD patterns obtained with the primer T02. 1-A.sativa cv. Farys, la-Farys x A. byzantina; 2-
Goral, 2a-Goral x A. byzantina; 3-Santor, 3a-Santor x A. byzantina, 4-A. byzantina, K-control, M-
marker

Pojawienie si¢ badz zanikanie niektorych odcinkow moze by¢ zwigzane z introgresja
materiatu genetycznego A. byzantina. Stosujac metode RAPD Chrzastek i Paczos-Grzgda
(2003) zidentyfikowaly fragmenty DNA charakterystyczne dla formy ojcowskiej u
mieszancow A. sativa x A. fatua, zas Paczos-Grzeda (2003 a) u A. sativa x A. sterilis.
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Tabela 1

Zachowanie si¢ chromosoméw w mejozie i Zywotnos$¢ pylku u mieszancow Avena sativa x Avena byzantina oraz form wyjsciowych

Chromosomes behaviour and pollen viability of Avena sativa x Avena byzantina hybrids and initial forms

Czestotliwos¢ mikrojader

Metafaza | Anafaza | w tetradach
Metaphase | Anaphase | The frequency of Srednia Srednia
Formy wyjsciowe — micronuclei in dftrids - % d1ug0é<; k?liaren _szerokoi'lc;u
L ' iwalen T I $rednia liczba | Zywotnego py ziaren py
IM}eszance bivalentt;/ Srednia liczba |- Srednia liczba | g 400y e, mikrojaderw | pylku Mean length | Mean width
nitial forms, chromosomoéw mostow o - % of viable of nollen of nollen
Hybrids uniwalenty | opdznionych | chromatydowych mikrojader | _tetradzie 00 ] po po
prety o - % of tetrads | mean number | pollen grains grains grains
rods pierscienie univalents | mean nur_nber of | mean numper without of (um) (um)
(%) rings (%) lagging of ch_romatld micronuclei | micronuclei
chromosomes bridges per tetrad
Formy wyjsciowe
Initial forms
Farys 5,83 94,17 0,00 0,050 0,070 97,67 0,04 98,07 52,90 46,18
Goral 481 95,19 0,00 0,046 0,064 98,34 0,03 98,57 52,52 46,01
Santor 3,67 96,33 0,00 0,164 0,089 98,41 0,02 99,31 54,14 48,18
A. byzantina 6,53 93,43 0,09 0,045 0,127 99,47 0,01 99,37 52,09 47,85
Mieszance
Hybrids
Farys x A. byzantina 6,15 93,81 0,09 0,071 0,066 99,72 0,01 99,43 52,19 47,15
Goral x A. byzantina 5,48 94,38 0,29 0,108 0,095 98,30 0,02 98,37 52,08 45,96
Santor x A. byzantina 6,57 93,24 0,38 0,075 0,009 98,45 0,02 98,83 50,95 45,47
NIR 005 — — — — — — — — 2,82 3,15
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Brak odpowiednio wysokiego poziomu polimorfizmu markeréw RAPD, $wiadczy o
duzym podobienstwie genetycznym A. sativa i A. byzantina oraz wskazuje na konieczno$é¢
zastosowania metody identyfikujacej wyzszy polimorfizm np. AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) lub SSR (Simple Sequence Repeats).

W celu okreslenia stabilno$ci cytogenetycznej otrzymanych mieszancoéw analizowano
zachowanie si¢ chromosomoéw w mejozie 1 zywotno$¢ pytku. W metafazie 1 zarowno u
form rodzicielskich, jak i u mieszancoéw chromosomy tworzyty gtéwnie biwalenty (tab. 1).
Najczesciej miaty one ksztalt pierScieni, rzadziej wystgpowaty jako prety. Wsrod form
rodzicielskich najmniej pretoéw obserwowano w ptytce metafazowej cv. Santor (3,67%), a
najwiecej u A. byzantina (6,53%). Czestotliwos¢ pretdéw u mieszancoéw byta wieksza
anizeli u form matecznych i wahata si¢ od 5,48% w kombinacji Goral x A. byzantina do
6,57% dla Santor x A. byzantina. Réznice pomigdzy mieszancami a formami rodziciel-
skimi pod wzgledem $redniej liczby pretow nie byly istotne. W Zadnej z analizowanych
form nie obserwowano polaczen multiwalentnych, natomiast w nielicznych komodrkach
wszystkich mieszancow i u A. byzantina ze zblizong cze¢stotliwosciag wystepowaly uniwa-
lenty. W tej postaci wystepowato od 0,09 do 0,38% chromosoméw. Rownie niewielka
liczbe uniwalentow przypadajacych na jedng KMP odnotowali Mc Mullen i wsp. (1982) u
mieszancow A. sativa x A. sterilis oraz Chrzastek i Paczos-Grzg¢da (2003) u A. sativa x A.
fatua. Zachowanie si¢ chromosoméw w metafazie I wskazuje na biwalentng koniugacje, o
czym wczesniej informowali inni autorzy m.in. Thomas i Al-Ansari (1980).

Segregacja chromosomdw w anafazie I przebiegala bez istotnych zaktocen (tab. 1). We
wszystkich analizowanych formach sporadycznie obserwowano chromosomy opdznione i
mosty chromatydowe. Najwieksze roznice pod wzgledem $redniej liczby chromosoméw
opdznionych odnotowano pomigdzy formami rodzicielskimi Santor (0,164) i A. byzantina
(0,045). Wérod form mieszancowych najwigcej zaburzen stwierdzono w kombinacji Goral
x A. byzantina.

Analizowane formy tworzyly najczgsciej prawidtowo wyksztalcone tetrady (tab. 1).
Rzadko obserwowano mikrojadra, a ich $rednia liczba w tetradzie u mieszancow byta
zblizona i zawierata si¢ w przedziale od 0,01 do 0,02. Najwigcej mikrojader w tetradach
stwierdzono u odmiany Farys (0,04). Wigcej mikrojader w tetradach (1,17) obserwowali
Mc Mullen i wsp. (1982) w mieszancach A. sativa x A. sterilis.

Nie stwierdzono istotnych roznic pomiedzy badanymi formami pod wzgledem
zywotno$ci pytku (tab. 1). Ziarna pytku catkowicie wypelione cytoplazma stanowity od
98,07% u cv. Farys do 99,43% u mieszanca Farys x A. byzantina. Srednie wymiary ziaren
pytku u testowanych mieszancéw byty mniejsze w porownaniu z formami rodzicielskimi,
ale tylko w przypadku kombinacji Santor x A. byzantina r6znice byly istotne.

Niska frekwencja zaburzen w mejozie i wysoka zywotno$¢ pytku §wiadczg o dobrej
stabilnosci cytogenetycznej analizowanych kombinacji mieszancowych A. sativa X A.
byzantina.

Na podstawie wynikdw uzyskanych w doswiadczeniu polowym stwierdzono, ze badane
w pracy mieszance rdznity si¢ miedzy sobg i1 od form rodzicielskich pod wzgledem
niektorych cech ilo$ciowych (tab. 2).
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Wartosci Srednie niektérych cech ilosciowych mieszancéw oraz form wyjsciowych
Mean values of some quantitative traits in hybrids and parental forms

Tabela 2

Masa Zawartos¢é Z;Z?::zié
Liczba Liczba ziarniakow w Masa tysigca biatka w ziarnie bez
Formy wyjsciowe, Wysokos$¢ | Liczba pc_;déw Dl!.lgos'c' klos_k(')w w | zian i.ak(')W w wiesze Plodnos¢ siamiakow ziarnie z _h.lskq tuski
l\_/lieszaﬁce ros’liq produkcyj_nych wlechy wiesze wiesze Weight of kl_oska 1000 kernels Protein Protein
Initial forms, Plant height | Productive |Panicle lenght| Numberof | Number of kernels per Spllfqlet weidht content of content of
Hybrids (cm) tillering (cm) spikelets per | kernels per Sp fertility 9 kernel with .
panicle panicle panicle (9) husk kernel without
@) %) husk
(%)
Formy wyjsciowe
Initial forms
Farys 97,7 4,0 18,2 53,2 102,6 3,14 191 30,7 9,5 13,6
Goral 93,5 38 18,5 51,2 97,5 3,04 191 31,2 9,5 13,5
Santor 96,7 45 17,7 50,5 102,4 3,21 2,10 315 9,3 13,7
A. byzantina 98,8 4,1 17,9 43,8 80,2 2,47 1,80 30,9 9,7 13,2
Mieszance
Hybrids
Farys x A. byzantina 100,7 4,2 19,4 52,2 92,9 2,96 1,80 319 12,2 14,5
Goral x A. byzantina ~ 103,7 5,0 19,9 55,1 91,4 3,04 1,70 335 115 14,7
Santor x A.
byzantina 1129 38 21,4 53,6 101,8 3,60 1,90 35,2 11,0 15,1
NIRos 53 10 23 105 235 0,85 - 36 12 13
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Wszystkie uzyskane mieszance byly wyzsze od form rodzicielskich i miaty dtuzszg wiechg.
Istotne réznice pod wzgledem obu tych cech stwierdzono dla kombinacji Santor x A.
byzantina. Spo$rod badanych genotypoéw istotnie wiecej pedoéw produkcyjnych, w
poréwnaniu z formg mateczng, wytwarzaty rosliny uzyskane z krzyzowania Goral x A.
byzantina. Wszystkie mieszance, z wyjatkiem kombinacji Farys x A. byzantina,
charakteryzowaly si¢ wigksza, w poréwnaniu z formami rodzicielskimi, liczba ktoskow w
wiesze. Nie stwierdzono jednak istotnych réznic pod wzgledem tej cechy pomig¢dzy
odmiang mateczng a mieszancami. Analizowane mieszance nie roznity si¢ istotnie od
odmian, ani miedzy soba, pod wzgledem liczby i masy ziarniakéw z wiechy. Nie
obserwowano rowniez duzych roznic pod wzgledem S$redniej ptodnosci ktoska. Formy
rodzicielskie zawigzywaly w klosku od 1,80 do 2,10 ziarniakow, natomiast liczba
ziarniakOow przypadajacych na ktosek u mieszancéw wynosita 1,70 (Goral x A. byzantina),
1,80 (Farys x A. byzantina) i 1,90 (Santor x A. byzantina). Masa tysigca ziarniakow
wszystkich kombinacji mieszancowych byla wyzsza w porownaniu z formami
rodzicielskimi, ale réznica ta byta istotna tylko w przypadku kombinacji Santor x A.
byzantina. Wszystkie formy rodzicielskie charakteryzowaty si¢ zblizong zawarto$cia
biatka w ziarnie (13,2%—13,7%). Sposréd mieszancoéw tylko w ziarniakach kombinacji
Santor x A. byzantina stwierdzono istotnie wigcej biatka (15,1%) niz u formy mateczne;j.
U analizowanych wcze$niej mieszancow A. sativa x A. fatua zawartos¢ biatka w ziarnie
bez tuski wynosita 16,1% (Chrzastek, Paczos-Grzeda, 2003), natomiast u A. sativa x A.
sterilis wahata si¢ od 14,3% do 15,5% (Paczos-Grzgda, 2003 b).

WNIOSKI

1. Wyniki analiz molekularnych oraz cytologicznych przemawiajg za hipoteza, ze A.
sativa i A. byzantina nie sa odrgbnymi gatunkami.

2. Polimorfizm DNA identyfikowany w analizowanym materiale metodg RAPD nie jest
na tyle wysoki, aby potwierdzi¢ mieszancowy charakter badanych kombinacji.

3. Uzyskane w wyniku krzyzowania formy transgresywne pod wzgledem cech ilo$cio-
wych np. zawartosci biatka, Swiadcza o zréznicowaniu alleli genéw warunkujacych te
cechy u form rodzicielskich. Badane w pracy mieszance moga, wiec stanowi¢ cenny
material wyj$ciowy do hodowli nowych odmian owsa.
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