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Tozsamos$¢ nietypowych roslin pszenzyta
na podstawie analizy elektroforetycznej
| cytogenetycznej ziarniakOw *

Identity of triticale off-type plants on the basis of electrophoretic and cytogenetic
analysis of kernels

W latach 1998-2000, w trzech punktach badawczych prowadzono reprodukcje 2, 3 i 4 generacji
superelity pszenzyta ozimego odmian Bogo i Presto. W kazdym punkcie badawczym prowadzono
obserwacje ro$lin na 8 poletkach o wielko$ci 1m?. Wybierano rosliny nietypowe — nie odpowiadajace
opisowi odmiany wedlug metodyki OWT. Ziarniaki losowo wybranych, ptodnych ro$lin poddano
analizie cytogenetycznej i elektroforetycznej. Liczbe chromosomow oznaczono w 53 wykietkowanych
ziarniakach iwykryto jedynie 7 aneuploidéw. Elektroforeza prolamin wykazata obecno$¢ dodatkowych
prazkéw biatka u wigkszo$ci badanych ziarniakow. Aneuploidalno$¢ nie stanowita gtdwnej przyczyny
pojawiania si¢ nietypowych roslin pszenzyta. Wystepowanie takich rolin moglo by¢ spowodowane
innymi czynnikami, jak: przekrzyzowania, zanieczyszczenia mechaniczne i btedy agrotechniczne.

Slowa kluczowe: aneuploidy, elektroforeza, prolaminy, pszenzyto, roslina nietypowa

The 2", 3™ and 4" multiplications of pre-basic seed of winter triticale varieties Bogo and Presto
were conducted in three locations during 3 years (1998-2000). In each location plants were observed
on 8 field plots of 1m? size. Off-type plants were selected which did not fit description of a variety,
according to the DUS requirements. Kernels of the randomly selected plants were subjected to
cytogenetic and electrophoretic examinations. Chromosome number was determined in seedling roots
of 53 germinated kernels and only 7 aneuploids were detected. The occurrence of additional bands in
prolamin electrophoregrams was revealed for most of the examined kernels. It suggests that aneuploidy
is not the main cause of occurrence of non-typical triticale plants. It could be attributed rather to other
factors like cross-pollination or contamination with other varieties’ seed.

Key words: aneuploids, electrophoresis, triticale, prolamins, off-type plant

* Praca wykonana w ramach projektu badawczego nr 5P06B04915 finansowanego przez KBN
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WSTEP

Odmiana jest wyréwnana, gdy ro$liny sa do siebie w wymaganym stopniu podobne
charakterystycznymi dla niej wlasciwos$ciami, przy uwzglgednieniu sposobu rozmnazania
odpowiedniego dla tej odmiany (Borys, 1997). Ocena wyrdéwnania polega na obserwacji
wszystkich cech objetych metodyka OWT i oznaczeniu liczby roslin nietypowych, tj.
réznigcych si¢ fenotypowo w calej probie. W analizie OWT przyjmuje si¢ dla pszenzyta,
gatunku zasadniczo samopylnego, dopuszczalng liczbe roslin nietypowych dwa razy
wickszag niz dla gatunkéw w petni samopylnych.

Niewyrownanie morfologiczne roslin w odmianie jest jednym z glownych problemow
w hodowli pszenzyta (Mackowiak iin., 1993; Wolski, 1993). W ostatnich latach nawet do
47% rodow bylo z tego powodu odrzuconych w badaniach rejestrowych (Grzesiek, inf.
ustna, 2001).

Pszenzyto jest w zasadzie rosling samopylna, ale w mniejszym lub wigkszym stopniu
podlega obcozapyleniu (Pickett, 1988; Tarkowski, 1989). Zapylenie obcym pytkiem
w doswiadczeniach polowych moze dochodzi¢ do 10%. U odmiany Presto stwierdzono
obcozapylenie na poziomie 4% (Sowa, Krysiak, 1994). Wszystkie odmiany pszenzyta
wykazujg obecnos¢ aneuploidow, ktore powstajag w wyniku niestabilno$ci cytogenetycznej
tego gatunku (Tarkowski, 1989; Rogalska i in., 1991). Heksaploidalne pszenzyto sklada
si¢ z trzech genomoéw i podobnie jak w przypadku heksaploidalnej pszenicy utrata
pojedynczego chromosomu jest dobrze tolerowana. Towarzyszacy temu efekt fenotypowy
ogranicza wyrownanie odmian. Pojawianie si¢ roslin aneuploidalnych i zjawisko
spontanicznego przekrzyzowania s3a glownymi przyczynami zrdoznicowania
morfologicznego, czyli niewyroéwnania na plantacjach pszenzyta. Pozostatymi przyczy-
nami mogg by¢ zaburzenia rozwojowe roslin w wyniku stresu srodowiskowego, porazenia
przez choroby i szkodniki. W niektorych przypadkach moga nastapi¢ przekrzyzowania
wewnatrzodmianowe, powodujace zwickszenie zmiennosci w odmianie (Tarkowski,
1989).

Sposobem weryfikacji tozsamosci roslin moze by ¢ badanie obrazu elektroforetycznego
biatek zapasowych (prolamin) w nasionach. Nasiona z ro$lin nietypowych 0 identycznym
elektroforegramie uwaza si¢ za zgodne z odmiang, lecz powstate w innych warunkach
agroekologicznych.

Celem badan byto okreslenie tozsamosci nietypowych roslin pszenzyta za pomoca
analizy cytogenetycznej i elektroforetycznej ziarniakéw zebranych z tych roslin.

MATERIAL I METODY

W latach 1998-2000 reprodukowano dwie odmiany pszenzyta ozimego (Bogo
i Presto) w trzech punktach badawczych (Lublin, Olsztyn i Sandomierz). Analizowano
materiat 2, 3 i 4 pokolenia z rozmnozenia superelity w 1996 roku. W kazdym punkcie
badawczym prowadzono obserwacje roslin na 8 poletkach 1 m?. Zgodnie z metodyka
badania OWT dla pszenzyta (COBORU, 1996) wyselekcjonowano rosliny nietypowe.
Wydzielono ro$liny wyrdzniajgce si¢ przynajmniej jedng z cech: wysokos$cia, skreceniem
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zdzbta, brakiem o$ci, barwa ktosa lub jego ksztaltem (klosy beczutkowate, karpiowate,
szczerbate), sztywno$cig 1 omszeniem doklosia, owlosieniem zewngtrznej strony plewy
dolnej i dilugoscia pierwszego zabka plewy dolnej. Sposréd nietypowych klosow
wydzielono ktosy ptone.

W celu oznaczenia liczby chromosoméw u form nietypowych wybrano losowo 10
roslin, ktoére zawigzaly przynajmniej 10 nasion, ze zbioru w 1999 roku w Sandomierzu
(9 odmianyBogo i 1 odmiany Presto). Zkazdej rosliny pobranodo badan po 10 ziamiakow.
Z wysoce sterylnej rosliny nr 4 (odmiana Presto) mozna byto pobrac tylko 5 ziarniakow.
Ziarniaki poddano kietkowaniu w celu pobrania korzeni do badan cytogenetycznych.
Preparaty cytogenetyczne wykonano standardowg technikg rozgniatania merystmow
wierzchotkowych korzeni z usuwaniem szkietek przykrywkowych po zamrozeniu w
ciektym azocie. Barwienie wykonano metoda Giemsy w modyfikacji Lukaszewskiego i
wsp. (1995).

Badania elektroforetyczne wykonano dla catych, pojedynczych ziarniakéw form
nietypowych obu odmian zebranych w 1999 roku w Sandomierzu i w roku 2000
w Olsztynie. Pobrano 50 ziarniakow z 5 ktosow (po 10 ziarniakéw z klosa). Wzorzec
stanowily nasiona superelity obu odmian przechowywane od 1996 roku. W badaniach
elektroforetycznych biatka rozdzielano w 7% zelu poliakrylamidowym, w systemie
nieciaglej elektroforezy kwasnej (A-PAGE), wedlug metodyki Brzezinskiego i wsp.
(1989). Proces prowadzono przy statym napieciu 500 V. Zele z prazkami biatek utrwalano
i barwiono roztworem 0,002% Coomassie Blue R-250 z dodatkiem 5% TCA, odbarwiano
1% roztworem detergentu i suszono w folii celofanowej nasaczonej roztworem 10%
glikolu etylenu.

WYNIKI | DYSKUSJA

W 1998 roku w Sandomierzu, u odmiany Bogo znaleziono 94 rosliny nietypowe, a
u Presto 89 roslin. W roku 1999 wytypowano u odmiany Bogo 86 ro$lin nietypowych, a
u Presto 67. W roku 2000 stwierdzono ich wigcej, u Bogo 210 ro$lin i Presto 107 roslin.
Przyktady nietypowej budowy ktlosa i nietypowego omszenia doktosia prezentuja zdjecia
(rys.1, 2, 3)
¥

Presto 2000

Rys. 1. Rosliny pszenzyta odmiany Presto o nietypowych klosach
Fig. 1. The plants of triticale cv. Presto with non-typical ears
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Rys. 2. Nietypowe rosliny Presto o r6znym stopniu omszenia doklosia
Fig. 2. The stem necks with different level of hairness density of non-typical plants of triticale cv. Presto

!-Bogo 2000

Rys. 3. Klosy nietypowych roslin odmiany Bogo
Fig. 3. The ears of non-typical plants of triticale cv. Bogo

Wigkszo$¢ roslin nietypowych miata ktosy ptone, co nie pozwalalo na dalsze badania.
Niewielkie liczebnosci roslin nietypowych stwierdzono na poletkach obu odmian
w Olsztynie i Lublinie.

Badania cytogenetyczne

Z 95 ziarniakow wykietkowato 78. Ze wzgledu na stabg aktywno$¢ mitotyczng
merystemow korzeni liczbe chromosomoéw udato si¢ oznaczy¢ jedynie u 53 roslin.
Zestawienie wynikow dla poszczeg6lnych potomstw nietypowych ro$lin zawiera tabela 1.
Jedynie potomstwa nr 4 i nr 6 nasuwajg podejrzenie, ze moga pochodzi¢ od roslin
aneuploidalnych. W przypadku rosliny nr 4 jest to najbardziej prawdopodobne, takze
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z powodu sterylno$ci, pomarszczenia ziarna i jego slabego kietkowania. Niestety,
spowodowalo to ograniczenie materialu badawczego do jednej rosliny. Podobnie dla
potomstwanr 6 udziat 2 aneuploidéw na 5 roslin nie pozwalat na stwierdzenie istotmosci
odstepstwa od spodziewanej dla potomstw aneuploidéw proporcji 1:1 (euploidéw do
aneuploidéw).

Ogo6tem w zbadanej populacji wykryto tylko 7 aneuploidéw, w tym 5 z obnizong liczba
chromosomow (rys. 4) i 2 z podwyzszong (tab. 1). W dwoch przypadkach aneuploidalnosé
byta ograniczona do braku lub nadmiaru jednego ramienia chromosomu, w pozostatych
aneuploidach bytly to cate chromosomy. W dwoch roslinach zaobserwowano poprzeczne
peknigcia centromerowe pojedynczych chromosomoéw (rys. 5).
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Rys. 4. Chromosomy ro$liny aneuploidalnej z brakiem jednego chromosomu
Fig. 4. Chromosomes of aneuploid plant with one chromosome lacking
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Rys. 5. Chromosomy rosliny z poprzecznym peknieciem centromerowym jednego chromosomu
(fragmenty zaznaczono strzalkami)
Fig. 5. Chromosomes of a plant with centromeric breakdown of a single chromosome (the resulting
fragments marked with arrows)
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Nie traktowano ich jako aneuploidy ze wzgledu na niezmieniong liczbe ramion
chromosomow. Uzyskane wyniki badan cytogenetycznych nie pozwolily na precyzyjng
ocen¢ wplywu aneuploidalnosci na wystgpienie form nietypowych. Trudnosci
w uzyskaniu miarodajnych danych do takiej oceny wynikaty ze stabego kietkowania i
niskiej aktywnos$ci mitotycznej merystemow korzeni zwlaszcza w potomstwach roslin
stabych, u ktorych aneuploidalno$¢ byta najbardziej prawdopodobna. Aneuploidalno$¢ nie
byta najwazniejszym z czynnikow, ktore spowodowaly zrdznicowanie wewnatrz-
odmianowe. Jesli nawet przyjmiemy, ze potomstwanr 4 i nr 6 pochodzity z aneuploidow,
stanowi to tylko 20% proby badanych form nietypowych. Pozostate 8 potomstw zawierato
jedynie 4 ro$liny aneuploidalne, co stanowi 8,5% populacji. Wielko$¢ ta miesci si¢ w
zakresieod 7,9 do9,1%, jak podaje Rogalskaiwsp. (1991),dla polskichodmian pszenzyta
heksaploidalnego. Jestto takze zbiezne z wynikami Guedes-Pinto i wsp. (1984) dla wysoko
plonujacych form pszenzyta (5,75-11,51%).

W badanym materiale zaobserwowano niewielkg sktonnos$¢ do poprzecznych pekniec
centromerowych w chromosomach zyta. Zwiazek tych peknie¢ z morfologia analizowa-
nych roslin jest nieznany i nic nie wskazuje, zeby byt istotny. Jednak w potomstwie takich
ros$lin nalezy si¢ spodziewac form nietypowych z ubytkami potdéwek chromosomow, jak to
wykryto u roslin nr 7 i 10. Zatem pgknigcia centromerowe nalezy rowniez uzna¢ za
potencjalne zrédlo niewyréwnania odmiany.

Szanse na wykrycie aneuploidow metoda elektroforezy prolamin przy tak niewielkiej
ich liczbie sg niskie, poniewaz dopiero ubytek pary chromosoméw homologicznych
stwarza mozliwos¢ zniknigcia prazka bialek.

Tabela 1
Stabilno$¢ kariotypowa w potomstwach uzyskanych z 10 nietypowych roslin pszenzyta ozimego
ze zbioru 1999
Stability of kariotype in progeny of 10 off-type winter triticale plants collected in 1999

Nr Liczba potowek ziarniakoéw  [Euploidy Aneuploidy Peknigcia

rosliny Number of kernels Euploids Aneuploids chromoso-

No. of [wysianych|wykietko-|zbadanych| (2n=42) [(2n=40)|(2n=41) |(2n=41+|(2n=42+| (2n=43) mow

plant sown wanych | analysed 1/2) 1/2) Centromeric
germinated breaks

1 10 6 3 3 — — — — — —

2 10 5 3 3 — — — — — —

3 10 8 4 4 — — — — — —

4 5 2 1 — — — — — —

5 10 9 9 7 1 — — — — 1

6 10 9 5 3 1 1 — — —

7 10 9 8 6 — — — 1 — 1

8 10 10 8 8 — — — — —

9 10 10 6 6 — — — — — —

10 10 10 6 4 — 1 1 — — —

Razem

Total 95 78 53 44 2 2 1 1 1 2
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Badania elektroforetyczne

Wszystkie badane ziamiaki danej formy nietypowej charakteryzowaty si¢ identycznym
obrazem biatek. Elektroforegramy prolamin wyekstrahowanych z pojedynczych, catych
ziarniakow form nietypowych cechowaty si¢ obecnosciag dodatkowych prazkow (patiz
strzatkinarys. 6, 718). Elekroforegramy prolamin ziarniakéw Bogo o omszonym doklosiu
(rys. 6), biatek ziarniakéw Presto ze szczerbatym klosem (rys. 7), a takze Presto o
jasniejszej barwie klosa (rys. 8) wyraznie réznily si¢ od wzorca. U roslin Presto o
nietypowymomszeniu doklosia obok ziarniakéw réznigcychsi¢ obrazembiatek znaleziono
takze identyczne ze wzorcem (rys. 7).

12 3405 6 1 g 9 10 1t o1z 13 115 is

Rys. 6. Elektroforegram prolamin ziarniakéw wzorca odmiany Bogo (1-9) i ziarniakéw ro$lin Bogo
z nietypowym omszeniem doklosia (10-16, dodatkowe prazki oznaczono strzatkami)
Fig. 6. The electrophoregram of kernel prolamins of cv. Bogo standard (1-9) and the Bogo plants with
non-typical hairness of stem neck (10-16, the additional bands marked with arrows)
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Rys. 7. Elektroforegram prolamin ziarniakéw wzorca odmiany Presto (1-5), ziarniakow z ro§lin Presto
o szczerbatych klosach (6-9) i ziarniakéw z roslin Presto o nietypowym omszeniu doklosia (ziarniaki
10-15 — identyczne z wzorcem, 16-24 — rézne od wzorca, dodatkowe prazki oznaczone strzatkami)

Fig. 7. The electrophoregram of kernel prolamins of cv. Presto standard (1-5), kernels from low fertile

plants (6-9) and kernels of plants with non-typical hairness of stem neck (kernels 10-15 identical with

the standard, 10-24 different from the standard, the additional bands marked with arrows)
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W pewnych przypadkach wykrycie aneuploidow jest mozliwe dzigki analizie
elektroforetycznej, gdy utracona zostata para chromosoméw homologicznych kodujacych
prolaminy i na elektroforegramie brak prazka lub prazkéw (Pickett, 1988). Zakladajac
aneuploidalng nature form nietypowych o zmniejszonej liczbie chromosoméw moglismy
si¢ spodziewac obrazow biatek zubozonych o prazki, a jest odwrotnie, elektroforegramy
form nietypowych maja wigcej prazkow.

Zakladano, ze badane formy nietypowe nie powstaly ze skrzyzowania ro$lin Presto
i Bogo z innymi odmianami pszenzyta, gdyz zachowano 100 m izolacji przestrzennej.
Jednak obecnos¢ dodatkowych prazkow w elektroforegramie sugeruje wptyw obcego
zapylenia lub bledy agrotechniczne. Przyczyna moga by¢ samosiewy pszenzyta, ktore
nawet po kilku latach mogg pojawiac¢ si¢ na polu. Wystepowanie form nietypowych moze
by¢ takze rezultatem zanieczyszczenia mechanicznego.

B i i ol
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Rys. 8. Elektroforegram prolamin ziarniakow wzorca odmiany Presto (1-9) i ziarniakéw z roslin
Presto o nietypowych, jasnych klosach (10-16, dodatkowe prazki oznaczone strzatkami)
Fig. 8. The electrophoregram of kernel prolamins of cv. Presto — standard (1-9), and kernels from
Presto plants with non-typical white ears (10-16, the additional bands marked with arrows)

Nie zawsze zmienno$¢ fenotypowa (na przyktadzie nietypowego dla Presto braku
omszenia doklosia) musi przejawiac si¢ w postaci innego obrazu elektroforetycznego
prolamin. Stwierdzili$my, ze takie formy nietypowe sg identyczne pod wzglgdem sktadu
tej frakcji biatek z wzorcem.

Liczba roslin nietypowych byta najwigksza w ostatnim roku badan, czyli w czwartej
generacji pszenzyta. Trudno ocenié, czy byt to efekt kolejnej reprodukejii obcozapylen,
czy niekorzystnych warunkow pogodowych wiosng 2000 roku i obcozapylen itp.
Wigkszo$¢ ktosow tych roslin byta sterylna.
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WNIOSKI

1. Aneuploidalnosé nie stanowita gtbwnej przyczyny pojawiania si¢ nietypowych roslin
pszenzyta 0zimego.

2. Pojawianie si¢ form nietypowych moglo by¢ rezultatem wielu czynnikéw: prze-
krzyzowania, zanieczyszczenia mechanicznego, bledow ptodozmianowych itp.

3. Odrebnosé¢ fenotypowa wickszosci badanych nietypowych roslin miata charakter
dziedziczny, co przejawialo si¢ odmiennoscig obrazu biatek w nasionach tych roslin.

4. Zmienno$¢ fenotypowa nie zawsze ma zwigzek z r6znicami obrazu elektroforetycz-
nego prolamin.
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