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Badania cytogenetyczne i molekularne
mieszancoOw miedzygatunkowych
heksaploidalnego owsa Avena sativa L. X Avena
sterilis L. oraz form wyjsciowych

Cytogenetic and molecular analyses of interspecific hybrids of the hexaploid oat
Avena sativa L. x Avena sterilis L. and initial forms

W celu potwierdzenia mieszancowego pochodzenia badanych kombinacji Avena sativa L. x Avena
sterilis L. wykorzystano metod¢ RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Zidentyfikowano
fragmenty DNA nieobecne u odmian matecznych, ale amplifikowane zaréwno u formy ojcowskiej, jak
i mieszanca. Mieszance i formy rodzicielskie poddano analizie cytologicznej, w ktorej uwzgledniono
konfiguracje chromosoméw w metafazie |, czestotliwo$¢ chromosomdéw opdznionych i mostow
chromatydowych w anafazie I, frekwencje mikrojader w tetradach oraz zywotno$¢ i wymiary ziaren
pytku. W metafazie | u zadnej z analizowanych form nie obserwowano uniwalentdéw i multiwalentow.
Biwalenty mialy najczeéciej ksztatt pierScieni, rzadziej pretow. W anafazie | wystgpowaly
chromosomy opdznione i mosty chromatydowe, aich frekwencja byla wyzsza u mieszafcow niz
u form rodzicielskich. Badane formy charakteryzowaly si¢ wysokim udziatem tetrad bez mikrojader.
U wszystkich mieszafncow, z wyjatkiem Dragon x A. sterilis, na jedng tetrad¢ przypadato §rednio
wigcej mikrojader niz u form wyjsciowych. Stwierdzono, ze pomimo réznic pod wzglgdem frekwencji
chromosomoéw op6znionych i mostow chromatydowych w anafazie | oraz mikrojader w tetradach,
wszystkie analizowane formy tworzyly pytek o bardzo wysokim udziale ziaren zywotnych.

Stowa kluczowe: Avena sativa L., Avena sterilis L., mejoza, mieszance migdzygatunkowe, RAPD

The RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) method was used to confirm the hybrid
character of Avena sativa L. x Avena sterilis L. crosses. DNA fragments amplified in the hybrids and
paternal forms, but not observed in cultivars, were identified. Configurations of chromosomes at
metaphase |, frequency of lagging chromosomes and chromatid bridges at anaphase |, occurrence of
micronuclei at tetrads, viability and size of pollen grains in the hybrids and parental forms were
analyzed. Univalents and multivalents were not observed at metaphase | PMC. Bivalents were generally
of ring shape and occasionally of rod. The hybrids, as compared with parental forms, were characterized
by the higher frequencies of lagging chromosomes and chromatid bridges. Tetrads without micronuclei
predominated in all the analyzed forms. Interspecific crosses, except Dragon x A. sterilis, had a greater
number of micronuclei per tetrad than initial forms. Despite the differences in the occurrence of lagging
chromosomes, chromatid bridges and tetrads with micronuclei, the pollen viability in the examined
material was very high.
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WSTEP

Rodzaj Avena obejmuje trzy grupy Kkariologiczne o014, 28 i42 chromosomach
(Rajhathy i Thomas, 1974). Analizowane w pracy gatunki Avena sativa L. i Avena sterilis
L. s3 heksaploidami (2n = 6X = 42). Na podstawie strukturalnego podobienstwa chromo-
somow oraz koniugacji chromosoméw w mieszancach sktad genomowy wszystkich
heksaploidow zostat opisany przez Rajhathy i Morisona (1959) jako AACCDD. Badania
z wykorzystaniem hybrydyzacji in situ przeprowadzone przez Linaresa iwsp. (1998)
rowniez wykazaly obecno$¢ trzech zestawow chromosomow i potwierdzity, ze gatunki
0 42 chromosomach sg alloheksaploidami. Jednakze wyniki genomowej hybrydyzacji in
situ (GISH) uzyskane przez Chena i Armstronga (1994) oraz Leggetta i Markhanda (1995)
wskazaly na istnienie duzego podobienstwa na poziomie DNA pomigdzy chromosomami
genoméw A i D heksaploidow. Autorzy zaproponowali oznaczenie sktadu genomowego
tej grupy kariologicznej jako AAA’A’CC, co wskazywaloby na to, ze gatunki te sa
zmodyfikowanymi autoalloheksaploidami.

Z uwagi na obecno$¢ bardzo silnego mechanizmu kontroli biwalentnej koniugacji
heksaploidy z rodzaju Avena cytologicznie zachowuja sie jak diploidy tworzagc w mejozie
21 biwalentow. Azel (1974) oraz Ansari i Thomas (1983) sugeruja, ze chromosomy
heksaploidalnego owsa, podobnie jak u pszenicy, mozna przyporzadkowaé do 7 grup
homeologicznych. Przynalezno$¢ chromosoméw do poszczegOlnych grup nie zostata
dotychczas ostatecznie okreslona (Kianian i in., 1997).

Do analizy genomu gatunkéw z rodzaju Avena wielokrotnie wykorzystano metode
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Stosujgc t¢ technike zidentyfikowano
markery sprzezone z loci odporno$ci na rdz¢ koronowa i zdzbtowa (Penner i in., 1993 a,
b), niewrazliwos$ci na dlugos¢ dnia (Wight iin., 1994), warunkujacymi dhugi czas spo-
czynku ziarniakdw (Fennimore iin., 1999). Metode RAPD wykorzystano réwniez do
oceny polimorfizmu miedzyodmianowego owsa (Zhu i in., 1999), pokrewienstwa pomig-
dzy gatunkami o roznym poziomie ploidalnosci w obrebie rodzaju Avena (Loscutov
i Perchuk, 2000), atakze do potwierdzenia mieszancowego charakteru kombinacji A.
sterilis x A. fatua (Cavan i in., 1998).

Celem pracy byly analizy molekularne i cytogenetyczne mieszancéw migdzygatun-
kowych F, A. sativa x A. sterilis oraz form rodzicielskich. Metode¢ RAPD wykorzystano
do potwierdzenia mieszancowego pochodzenia uzyskanych kombinacji A. sativa x A.
sterilis oraz okreslono jej przydatno$¢ do identyfikacji mieszancéw miedzygatunkowych
owsa. W analizie cytogenetycznej uwzgledniono konfiguracje chromosoméw w metafazie
I, czestotliwos$¢ chromosomow opdznionych i mostOw w anafazie I, frekwencje mikrojader
W tetradach oraz zywotno$¢ i wymiary ziaren pytku.

MATERIAL | METODY

Przedmiotem pracy byly uzyskane w Instytucie Genetyki i Hodowli Roslin Akademii
Rolniczej w Lublinie mieszance miedzygatunkowe F» heksaploidalnego owsa:
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— Avena sativa L. odm. Borys x Avena sterilis L.,

— Avena sativa L. odm. Dragon x Avena sterilis L.,

— Avena sativa L. odm. Farys x Avena sterilis L.,

— Avena sativa L. odm. Géral x Avena sterilis L.,

— Avena sativa L. odm. Komes x Avena sterilis L. oraz formy rodzicielskie.

Wstepnym etapem analiz molekularnych byta ekstrakcja DNA przeprowadzona metoda
Milligana (1992) w dwoch powtdrzeniach dla kazdego genotypu z pigciu koleoptyli
kilkudniowych siewek. Stezenie wyizolowanego DNA okreslano spektrofotometrycznie
stosujac GeneQuandt (Pharmacia). Amplifikacje markerow RAPD przeprowadzono
zmodyfikowang metodg Williamsa iwsp. (1990). W sktad mieszaniny reakcyjnej
wchodzity: 1 x bufor do PCR (Fermentas, Litwa), 100 uM kazdego dNTP, 300-450 nM
startera, 2,5mM MgCl,, 40 ng genomowego DNA, 0,4-0,43 U Tag DNA Polymerase
(Fermentas, Litwa). Reakcje amplifikacji wykonywano dla dwdch préb DNA z kazdego
genotypu, jednoczesnie prowadzac reakcje kontrolng bez matrycy DNA. Mieszaning
reagentow pokrywano kroplg oleju mineralnego (Sigma). Reakcje prowadzono na termo-
cyklerze Thermal Cycler 480 (Perkin-Elmer) stosujac nast¢pujacy profil termiczny:
wstepna denaturacja przez 2 min. w 95°C, 45 cykli: 94°C — 45 s, 37°C — 45, 72°C —
45 s, z koncowg inkubacjg 10 min. w 72°C. Uzyskane produkty rozdzielano na 1,5% zelu
agarozowym z 0,01% EtBr w buforze TBE przez 2 h przy napigciu 100V. Rozdzielone
fragmenty DNA stawaty si¢ widoczne po pods$wietleniu Zelu na transiluminatorze UV.
W celu dokumentacji wynikow uzyskany obraz fotografowano na filmach Polaroid. Mase
prazkow okreslano pordwnujac je z markerem wielkosci GeneRuler™ 100bp DNA Ladder
Plus (Fermentas, Litwa) wykorzystujac program Dnafrag wersja 3.03.

Materiat do analizy mejozy pobierano przed kloszeniem z pieciu ro$lin kazdej z bada-
nych form, za$ do badan zywotnos$ci i wymiardéw ziaren pytku w fazie kwitnienia. Mtode
wiechy i pylniki utrwalano bezposrednio po pobraniu w roztworze Carnoya, a po uptywie
24 h przenoszono do 70-75% alkoholu etylowego i przechowywano w temp. +4°C. Wy-
konywano preparaty rozmazowe w 2% roztworze acetokarminu. W ponad 100 KMP
kazdej z analizowanych form okreslano liczbg biwalentdéw w postaci pierscieni i pretow
w metafazie 1. W anafazie | obserwowano czestotliwo$¢ chromosomoéw opodznionych
i mostéw chromatydowych w okoto 100 komorkach kazdej formy. Analizujgc co najmniej
2500 tetrad okreslano frekwencj¢ mikrojader u wszystkich form mieszancowych
i rodzicielskich. W dojrzatych pylnikach kazdej formy analizowano po 3000 ziaren pytku.
Na podstawie wypelnienia ziaren cytoplazma klasyfikowano je do trzech grup. Do pierw-
szej z nich zaliczono pytek catkowicie wypetniony (75-100%), do drugiej pytek cze$ciowo
wypetniony (75-25%), a do trzeciej pusty, w ktorym cytoplazma stanowita mniej niz 25%
objetosci ziarna. Pytek catkowicie wypeliony cytoplazmg traktowano jako zywotny.
U wszystkich analizowanych form okreslano dhugo$¢ i szerokos¢ 50 ziaren pytku. Pomiary
wykonano pod mikroskopem przy powickszeniu 8 x 40 postugujac si¢ okularem
z podziatkg i mikrometrem przedmiotowym. Analizy cytologiczne przeprowadzano pod
mikroskopem $wietlnym Zeiss. Fotografie obiektéw cytologicznych zamieszczone
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w pracy wykonano przy pomocy mikroskopu Jenawal GF-PA i przystawki do mikro-
fotografii mf-AKS Automatic MOT-2.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej wykorzystujac program opracowany
przez Osrodek Informatyki Akademii Rolniczej w Lublinie. Zastosowano test F-
Snedecora. W celu stwierdzenia istotno$ci réznic pomigdzy obiektami wykorzystano
wielokrotne przedziaty ufnosci Tukeya.

WYNIKI I DYSKUSJA

W przedstawionej pracy analizowano mieszance uzyskane w wyniku krzyzowania 5
polskich odmian Avena sativa z jednym genotypem dzikiego gatunku Avena sterilis.
W celu potwierdzenia mieszancowego pochodzenia badanych kombinacji A. sativa x A.
sterilis zastosowano metode RAPD. Poszukiwano starterow generujacych takie fragmenty
DNA, ktore nie byly obecne u odmian matecznych, ale ulegaly amplifikacji zaréwno
u formy ojcowskiej, jak imieszanca. Sposréd 84 analizowanych starterow
wyselekcjonowano dwa spelniajace powyzsze kryterium: G-10 i T-04. U mieszancow
i formy ojcowskiej zidentyfikowano 4 prazki niewystepujace U odmian oraz 1 prazek, ktory
w kombinacjach mieszancowych, podobnie jak u A. sterilis, charakteryzowat si¢ silniejsza
amplifikacjg anizeli u odmian. Analiza polimorfizmu RAPD potwierdzita mieszancowe
pochodzenie badanych form. Najwigcej, bo az 3 prazki charakterystyczne dla gatunku
ojcowskiego, a nieobecne w odmianie matecznej stwierdzono w kombinacji Komes x A.
sterilis, dwa u Borys x A. sterilis i ‘Farys x A. sterilis, zas po jednym u Dragon x A. sterilis
i Goral x A.sterilis (tab. 1).

Tabela 1
Identyfikacja fragmentéw DNA potwierdzajacych mieszanicowe pochodzenie badanych form
Identification of DNA fragments confirming the hybrid origin of the analyzed forms

Starter | Wielko$¢ fragmentu Borys x A. Dragon x A. Farys x A. Goral x A, Komes x A.
Primer | Size of fragment (bp) sterilis sterilis sterilis sterilis sterilis
1067 +* +* +* +*
G-10 921 +
742 + +
1685 + + + + +
T-04 761 +

* — Wozrost intensywnosci prazka/ * — Band intensity increase

Liczne badania dowodza, ze metoda RAPD moze shuzy¢ jako zrodto markerdow
specyficznych chromosomowo, genomowo lub gatunkowo (Wang i in., 1995; Wei i in.,
1995). Kresovich i wsp. (1992) stwierdzili, ze markery molekularne sa niezastgpionym
narzedziem w identyfikacji genotypow. Zastosowanie metody RAPD do ustalania
mieszancowego pochodzenia badanych materialow czgsciowo ogranicza zjawisko wspot-
zawodnictwa startera 0 matryce. Halldén i wsp. (1996) odnotowali spadek liczby wykry-
wanych prazkéw potwierdzajacych mieszancowy charakter analizowanych form. Autorzy
obserwowali rowniez powstawanie dodatkowych niespecyficznych fragmentéw DNA.
Wystepowanie prazkow niespecyficznych wyjasniano obecnos$cia mutacji, badz rekom-
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binacji w obrgbie miejsca przylaczania startera lub powielanego regionu oraz tworzeniem
heterodupleksow pomigdzy fragmentami o innej ruchliwosci na zelu niz homodupleksy.
Stammers i wsp. (1995) zwrécili ponadto uwage na zjawisko konwergencji lub homoplazji
polegajace na tym, ze prazki o podobnej ruchliwosci w Zelu moga pochodzi¢
z nichomologicznych sekwencji DNA. Poniewaz pojawialy si¢ rowniez zastrzezenia do
powtarzalnosci metody RAPD m.in. Skroch i Nienhuis (1995) przeprowadzili ekspe-
ryment, w ktorym stwierdzili, ze warunkiem uzyskania powtarzalnych wynikow jest $cista
kontrola warunkow reakcji, reagentow, a takze selekcja starterow generujacych stabilne
wzory prazkéw. Uwzgledniajac powyzsze zastrzezenia, w badaniach wlasnych, do
potwierdzenia mieszancowego charakteru kombinacji A. sativa x A. sterilis, sposrod
testowanych starter6w wybrano tylko dwa, ktore generowalty stabilne fragmenty DNA
charakterystyczne jednoczesnie dla formy ojcowskiej, jak i okre§lonych kombinacji
mieszancowych.

U mieszancéw pokolenia F» i form wyjsciowych przeprowadzono obserwacje zacho-
wania si¢ chromosoméw w mejozie. Analizowano m.in. konfiguracje chromosomow
w metafazie |. Rajhathy i Thomas (1974) oraz Singh i Kolb (1991) wskazuja na trudno$ci
w analizowaniu tego stadium u owsa ze wzgledu na zbyt Sciste utozenie chromosomow
w plytce metafazowej i problemy w uzyskaniu komorek z dobrymi rozktadami chromo-
somow. W badanym w niniejszej pracy materiale obserwowano na tyle wyrazne phytki
metafazowe, ze mozliwe byto okreslenie ksztattu biwalentow (rys. 1).
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Rys. 1. Mieszaniec Kome x A. sterilis. Metafaza I, 18 biwalentéw w ksztalcie pierscieni i 3 prety

Fig. 1. Komes x A, sterilis hybrid. Metaphase 1, 18 ring bivalents and 3 rods

U wszystkich analizowanych form biwalenty wystepowaly najczesciej w postaci piers-
cieni, rzadziej pretow. U form matecznych $rednio na jedng komorke przypadato 19,74
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biwalentdw w postaci pierscieni i 1,26 pretow. U A. sterilis stwierdzono 19,56 biwalentow
pier§cieniowych i 1,44 pretow. W komoérkach mieszancow obserwowano $rednio 19,20
pierscieni oraz 1,80 biwalentow w ksztalcie preta. W pordwnaniu z odmianami
matecznymi u wszystkich mieszancow obserwowano mniej biwalentow w postaci pier-
$cieni i wigcej pretow, a roznica ta byta istotna w przypadku kombinacji Goral x A. sterilis
(tab. 2). U zadnej z analizowanych form nie obserwowano uniwalentéw i multiwalentéw.
McMullen iwsp. (1982) analizujac przebieg mikrosporogenezy u mieszancoOw
migdzygatunkowych F; A. sativa x A. sterilis nie okreslali ksztattu biwalentdw w metafazie
I. Autorzy obserwowali uniwalenty imultiwalenty. Czestotliwo$¢ uniwalentow
U mieszancoOw wzrastata w metafazie | w porownaniu do diakinezy, co wedlug autoréw
wskazuje na desynapsis, czyli przedwczesne zanikanie chiazm. Wedlug Rajhathy
i Thomasa (1974) uowsa, analogicznie do pszenicy, wystgpowanie multiwalentow
wskazuje na supresj¢ genu (-0wW) odpowiedzialnych za kontrole koniugacji homologoéw lub
obecno$¢ wzajemnych translokacji. McMullen iwsp. (1982) stwierdzili réwniez, ze
frekwencja uniwalentdw i multiwalentdw w mieszancach mi¢dzygatunkowych zalezata od
genotypu A. sterilis wykorzystanego do krzyzowania z odmianami A. sativa. Autorzy
zasugerowali, Ze niemal wylacznie biwalentna koniugacja w niektérych kombinacjach
mieszancowych wskazuje na wysoka homologi¢ poszczegdlnych genotypdw A. sterilis
z odmianami A. sativa. Na podstawie regularnosci mejozy mieszancow Fi A. sativa x A.
sterilis rowniez Sereno-Tavares i wsp. (1992) stwierdzili wysokg homologie pomi¢dzy
badanymi genotypami, a w konsekwencji duza tatwos¢ introgresji cech z A. sterilis do A.
sativa. McMullen i wsp. (1982) podkreslaja znaczenie doboru do krzyzowan genotypow
0 regularnej mejozie, co utatwia transfer gendw u mieszancow migdzygatunkowych.

W mieszancach i formach wyjsciowych studiowano anafaz¢ I mejozy. We wszystkich
kombinacjach mieszancowych chromosomy opdznione obserwowano czgséciej niz u obu
form rodzicielskich (rys. 2). Jedynie u mieszancow Goral x A. sterilis i Komes x A. sterilis
roznica ta byla statystycznie istotna w odniesieniu do form matecznych (tab. 2).
U wszystkich analizowanych form obserwowano nieliczne mosty chromatydowe.
U odmian wystepowato mniej tego typu aberracji chromosomowych niz u A. sterilis.
Srednia liczba mostow w komérkach mieszancow wahata sie od 0,132 u Dragon x A,
sterilis do 0,182 u Komes x A. sterilis. U mieszancoéw mosty chromatydowe wystepowaty
czgsciej niz u obu form rodzicielskich, ale stwierdzone réznice nie byly istotne (tab. 2).
Studiujac anafaze I mejozy U mieszancow A. sativa x A. sterilis McMullen i wsp. (1982)
zaobserwowali, ze czestotliwo$¢ chromosomow opdznionych i mostow w poszczegolnych
kombinacjach byta zroznicowana i zalezata od genotypu A. sterilis wykorzystanego do
krzyzowan. W badaniach wtasnych najwiekszg czestotliwo$¢é chromosomédw opo6znionych
i mostéw obserwowano u mieszancow Komes x A. sterilis i Goral x A. sterilis. W wyzej
wymienionych kombinacjach stwierdzono jednoczesnie najmniejszg liczbe biwalentow
W postaci pierscieni (tab. 2).
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Tabela 2

Metafaza I i anafaza I w KMP oraz czestotliwo$¢ mikrojader w tetradach mieszancow A. sativa x A. sterilis i form wyjsciowych
Metaphase I, anaphase | and the frequency of micronuclei in tetrads of interspecific hybrids A. sativa x A. sterilis and initial forms

Biwalenty % tetrad Srednia
Bivalents Srednia liczba Srednia liczb % of tetrads liczba
Formy wyjsciowe pierscienie prety chromosoméw redmia ‘ezba bez mikro- | z 1 mikro- |z 2 mikro-|z 3 mikro-| z wigksza | mikrojader
, ; o mostow . : ; il . X :
Mieszance rings rods opdznionych chromatydowych jader jadrem | jadrami | jadrami liczbg | w tetradzie
Initial forms Mean number Mean number without with 1 with 2 with 3 | mikrojader | Mean
Hybrids liczba % liczba % of lagging of chromatid bridges micro- micro- micro- micro- | with higher | number of
number number chromosomes nuclei nucleus nuclei nuclei | number of |micronuclei
micronuclei| per tetrad
formy mateczne
maternal forms
Borys 19,60 93,34 1,40 6,66 0,104 0,056 97,93 1,64 0,31 0,08 0,04 0,03
Dragon 19,99 95,21 1,01 4,79 0,112 0,058 97,54 2,24 0,22 0,00 0,00 0,03
Farys 19,78 94,17 1,22 5,83 0,050 0,070 97,67 1,58 0,33 0,33 0,10 0,04
Goral 19,99 95,19 1,01 4,81 0,046 0,064 98,34 1,29 0,24 0,04 0,08 0,03
Komes 9,34 92,08 1,66 7,92 0,164 0,094 95,56 2,62 0,80 0,36 0,66 0,08
ﬁ;‘;g;“a 1974 9400 126 600 0,095 0,068 97,41 1,87 038 0,16 018 0,04
forma ojcowska
paternal form
A. sterilis 19,56 93,14 1,44 6,86 0,254 0,106 96,59 1,97 0,94 0,43 0,08 0,06
mieszance
hybrids
Borys x A. sterilis 19,52 92,96 1,48 7,04 0,282 0,154 98,46 1,30 0,19 0,05 0,00 0,02
Dragon x A. sterilis 19,64 93,54 1,36 6,46 0,266 0,132 94,31 2,33 1,41 0,84 1,11 0,12
Farys x A. sterilis 19,08 90,88 1,92 9,12 0,350 0,134 92,72 4,12 1,58 0,44 0,52 0,12
Goral x A, sterilis 18,72 89,14 2,28 10,86 0,490 0,176 92,91 3,27 1,58 1,24 1,00 0,14
Komes x A, sterilis 19,04 90,66 1,96 9,34 0,538 0,182 84,79 5,48 4,55 2,04 3,14 0,38
ﬁjggﬁ‘a 1920 9144 180 856 0,385 0,156 92,64 3,30 1,86 0,92 1,15 0,16
NIR (p =0,05) 119 567 119 567 0,323 — 4,63 324 194 097 181 0,12

LSD (p = 0.05)
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Rys. 2. Mieszaniec Komes x A. sterilis. Anafaza I, widoczne chromosomy opéznione
Fig. 2. Komes x A. sterilis hybrid. Anaphase | with lagging chromosomes

Wszystkie badane formy charakteryzowaly si¢ wysoka frekwencja tetrad nie
zawierajacych mikrojader (rys. 3). U analizowanych odmian $rednia liczba tetrad bez
mikrojader wynosita 97,41%. U gatunku ojcowskiego tetrady nie zawierajace mikrojader
stanowily 96,59%. I10&¢ tetrad bez zaburzen u mieszancoéw wynosita rednio 92,64%, byta
najnizsza u Komes x A. sterilis (84,79%), a najwyzsza u Borys x A. sterilis (98,46%). We
wszystkich kombinacjach mieszancowych, z wyjatkiem Borys x A. sterilis, frekwencja
tetrad nie zawierajgcych mikrojader byta nizsza od obu form rodzicielskich. W poréwnaniu
z odmianami wyjsciowymi istotnie mniej tetrad bez mikrojader stwierdzono
w kombinacjach Farys x A. sterilis, Goral x A. sterilis i Komes x A. sterilis. Mieszance
Komes x A. sterilis charakteryzowaly si¢ rowniez istotnie nizsza liczba tetrad bez
mikrojader anizeli forma ojcowska (tab. 2).

U analizowanych odmian tetrady z jednym mikrojadrem stanowity $rednio 1,87%, za$
u A. sterilis 1,97%. Wszystkie mieszance, z wyjatkiem kombinacji Borys x A. sterilis
wytwarzaly wigcej tego typu tetrad niz formy rodzicielskie. Srednio udziat tetrad z jednym
mikrojgdrem wynosit u mieszancéw 3,3%. Najwyzszg czestotliwos¢ takich tetrad
obserwowano w kombinacji Komes x A. sterilis. Tetrad z jednym mikrojadrem byto w tej
kombinacji istotnie wigcej niz u gatunku ojcowskiego. W analizowanym materiale
frekwencja tetrad z 2, 3 lub wigksza liczbg mikrojader byta niewielka, ale u wszystkich
mieszancow, z wyjatkiem kombinacji Borys x A. sterilis, wzrosta w poréwnaniu
z formami rodzicielskimi (tab. 2).

U form matecznych s$rednio na jedng tetrade przypadato 0,04 mikrojadra, u A. sterilis
0,06, za§ umieszancow 0,16. W poréwnaniu do form wyjsciowych we wszystkich
kombinacjach, z wyjatkiem Borys x A. sterilis, stwierdzono wigksza $rednig liczbe
mikrojader przypadajacych na jedng tetrade. Roznica ta byla istotna jedynie u mieszancow
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Komes x A. sterilis (tab. 2). W badaniach McMullena i wsp. (1982) u analizowanych
odmian i linii A. sativa oraz genotypow A. sterilis $rednio na tetrade przypadato 0,02
mikrojgdra, za$§ u mieszancéw az 1,17. W badaniach wlasnych najwigcej mikrojader
w tetradach (Srednio 0,38 / tetradg) obserwowano w kombinacji Komes x A. sterilis.
U mieszancow tej kombinacji wystepowato rowniez najwigcej chromosomow
op6znionych i mostow chromatydowych (tab. 2). McMullen i wsp. (1982) uwazajg, ze
fatwa do przeprowadzenia ocena czestotliwosci wystepowania mikrojagder w tetradach
moze by¢ uzytecznym miernikiem zaburzen w mejozie u heksaploidalnego owsa.

Rys. 3. Mieszaniec Dragon x A. sterilis. Widoczne mikrojadra w tetradach
Fig. 3. Dragon x A sterilis hybrid. Tetrads with micronuclei

W badaniach wlasnych zaobserwowano, ze pomimo réznic pod wzgledem frekwencji
chromosomoéw opoéznionych, mostéw chromatydowych w anafazie |oraz mikrojgder
w tetradach wszystkie analizowane formy tworzyty pytek o bardzo wysokim udziale ziaren
zywotnych. Nie stwierdzono wyraznych réznic w zywotnosci pytku zard6wno pomig¢dzy
odmianami, gatunkiem A. sterilis, jak i mieszancami pokolenia F.. Procentowy udziat
pytku niezywotnego, obejmujacego pytek czesciowo wypetniony cytoplazma i pusty, byt
w badanych obiektach bardzo niski, a réznice pomigdzy formami okazaty si¢ nieistotne
(tab. 3). Chen iwsp. (1977) wykazali zalezno$¢ pomiedzy iloscig zywotnego pytku,
a zaktoceniami w podziatach mejotycznych. Wedlug Autoréw konsekwencjg zaburzen
W mejozie jest powstawanie gamet 0 obnizonej zywotnosci, co ujemnie wplywa na
ptodnos¢ roslin. Rogalska (1976) analizujgc mieszance oktoploidalnego pszenzyta
Z heksploidalng pszenicg stwierdzita, ze zywotno$¢ pytku byla skorelowana z regular-
noscig mejozy. Z kolei Chrzastek (1995) badajac linie addycyjne T. aestivum cv. Grana —
S. cereale cv. Dankowskie Ztote wykazata, Ze linia 7R pomimo regularnego przebiegu
mejozy tworzyta bardzo mato zywotnego pytku.
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Tabela 3

Zywotno$é i wymiary ziaren pylku mieszancow A. sativa x A. sterilis oraz form wyj§ciowych

Viability and size of pollen grains in hybrids A. sativa x A. sterilis and initial forms

Pytek zywotny Pytek niezywotny Wymiary ziaren pytku
Viable pollen grains Unviable pollen grains Size of pollen grains
Forr;l/[)_/ wyj%ciowe catkowicie wypetniony | czg$ciowo wypetniony pusty <rednia ' )
lieszance cyt.oplazmq ) cytf)plazmq ) not filled up with dhugodé srednia
Initial forms fully filled up with partly filled up with cvtonlasm mean szerokos$¢
Hybrids cytoplasm cytoplasm ytop length mean width
liczba liczba liczba (um)
number % number % number % (km)
formy mateczne
maternal forms
Borys 2930 97,67 8 0,26 62 2,07 52,74 47,62
Dragon 2978 99,26 2 0,07 20 0,70 52,25 46,56
Farys 2942 98,07 4 0,13 54 1,80 52,90 46,18
Goral 2957 98,57 5 0,17 38 1,27 52,52 46,01
Komes 2984 99,47 4 0,13 12 0,40 50,51 45,53
Srednia
Mean 2958 98,61 5 0,15 37 1,25 52,18 46,38
forma ojcowska
paternal form
A. sterilis 2967 98,90 4 0,13 29 0,97 53,22 47,26
mieszance
hybrids
Borys x A. sterilis 2962 98,73 8 0,27 30 1,00 57,97 50,83
Dragon x A. sterilis 2978 99,27 12 0,40 10 0,33 56,30 49,94
Farys x A. sterilis 2954 98,47 19 0,63 27 0,90 50,42 45,66
Goral x A. sterilis 2949 98,30 20 0,67 31 1,03 52,42 47,56
Komes x A. sterilis 2957 98,57 19 0,63 24 0,80 51,96 47,18
ﬁﬂrggg'a 2960 98,67 16 0,52 24 0,81 5381 48,23
NIR/LSD (p = 0,05) — — — — — — 2,82 3,15

Gornall (1977) analizowal rozmiary ziaren pytku u 13 gatunkow z rodzaju Avena,
w tym 3 heksaploidow (A. fatua, A. sativa i A. sterilis). Autor okre$lat najdtuzsza przekatng
ziaren pytku. Obserwowana wielko$¢ wynosita §rednio u A. sativa 47,3 um, zas u A. sterilis
44,6 um. Katsiotis i Forsberg (1995) zauwazyli, ze dtugosc¢ i szerokos$¢ ziaren pytku owsa
sa ze soba wysoce skorelowane. Srednie wymiary ziaren u 8 odmian A. sativa wynosily
47,0 x 40,1 pm. Badajagc wymiary pylku diploidow, tetraploidow, heksaploidow
i syntetycznych oktoploidow Autorzy stwierdzili, ze w rodzaju Avena, podobnie jak
u innych rodzajow, wielkos$¢ ziaren pytku jest pozytywnie skorelowana z liczbg chromo-
somow. Autorzy nie obserwowali wyraznego zréznicowania w rozmiarach pomiedzy
gatunkami na jednym poziomie ploidalnoéci. Srednie wymiary pytku badanych w pracy
odmian owsa zwyczajnego byly wyzsze od obserwowanych przez Katsiotisa oraz
Forsberga i wynosity 52,18 x 46,38 um, natomiast u A. sterilis 53,22 x 47,26 um. Ziarna
pylku form mieszancowych miaty srednio wigksze wymiary niz formy rodzicielskie (53,81
x 48,23 um). Sposrdd wszystkich analizowanych form najwigkszymi ziarnami pytku
charakteryzowata si¢ kombinacja Borys x A. sterilis (57,97 x 50,83 um), a najmniejszymi
Farys x A, sterilis (50,42 um x 45,66 um) (tab. 3).
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WNIOSKI

1. Metoda RAPD moze by¢ stosowana do potwierdzania mieszancowego pochodzenia
kombinacji A. sativa x A. sterilis.

2. U mieszancoéw miedzygatunkowych i form wyjsciowych w metafazie | nie obserwo-
wano uniwalentéw i multiwalentow. Biwalenty mialy najczeéciej ksztalt pierScieni,
rzadziej pretow.

3. W anafazie | u wszystkich analizowanych form obserwowano chromosomy op6znione
i mosty chromatydowe. U mieszancow stwierdzono wyzszg niz u obu form rodzi-
cielskich frekwencj¢ chromosomoéw opdznionych i mostow.

4. Zywotnoéé pytku mieszancoéw byla zblizona do form wyjsciowych, chociaz wiecej
zaburzen w mejozie w postaci chromosomoéw opdznionych, mostéw chromatydowych
i mikrojader w tetradach obserwowano w kombinacjach mieszancowych.
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