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Otrzymywanie i charakterystyka mieszancow
Aegilops triuncialis L. x Triticum aestivum L.

Obtaining and characterizing of Aegilops triuncialis L. x Triticum aestivum L.
hybrids

Abstrakt. W warunkach polowych wykonano krzyzowania miedzy Aegilops triuncialis L. (2n =
4x = 28, genomy UUCC) a odmianami pszenicy zwyczajnej Triticum aestivum L. (2n = 6x = 42,
genomy AABBDD) Begra, Monopol, Nawra i Zyta. Celem krzyzowan byto poszerzenie zmiennosci
genetycznej pszenicy zwyczajnej. Zdolno$é¢ do krzyzowania badanych genotypow w warunkach po-
lowych wahata si¢ od 7,14% (Ae. triuncialis x Zyta) do 13,33% (Ae. triuncialis x Monopol). Ziar-
niaki mieszancowe zawigzaty si¢ jedynie w przypadku, gdy forma mateczng byt Ae. triuncialis.
Z uzyskanych 22 mieszancowych ziarniakow F1w warunkach in vitro wyizolowano 19 zarodkdw
i wylozono je na pozywke MS z dodatkiem 10 mg-dm= IAA (kwas pB-indolilo-3-octowy)
i 0,04 mg-dm-3 kinetyny. Z zarodkéw F1w in vitro rozwingto si¢ 15 siewek. Po 4 tygodniach uzy-
skane siewki mieszancow przesadzono do doniczek i umieszczono w fitotronie, a nast¢pnie w poto-
wie wrzesnia wysadzono na polu do§wiadczalnym obok komponentdéw rodzicielskich. Oceny liczby
chromosoméw mieszancow dokonano na preparatach rozmazowych komoérek merystematycznych
wierzchotkéw korzeni siewek. W czasie sezonu wegetacyjnego z pochew lisciowych roslin mie-
szafncowych pobrano niedojrzate ktosy do analizy mejozy. Analiza cytologiczna wykazata niepra-
widlowos$ci w procesie mikrosporogenezy mieszancow, co wptyneto na wyksztatcenie si¢ niezywot-
nego pytku. Cz¢$¢ klosow mieszancow Fi1 wykastrowano i zapylono wstecznie pytkiem pszenicy.
Mieszance F1rozmnazano réwniez in vitro, wykladajac na pozywke MS z dodatkiem 2 mg-dm-3
2,4-D (kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy) po 100 fragmentow niedojrzatych kwiatostanow w kazdej
kombinacji krzyzowkowej. Z kalusa wytworzonego przez eksplantaty zregenerowato 5 roslin R
w kombinacji Ae. triuncialis L. x T. aestivum L. Zyta. W fazie dojrzatosci petnej na roslinach mie-
szancowych F1i R1 dokonano pomiar6w cech biometrycznych, takich jak krzewienie ogolne, dtu-
gos$¢ pedu gtdéwnego, srednica drugiego od dotu miedzywezla, dlugosé osadki ktosowej klosa gtow-
nego, zbito$¢ klosa glownego i ptodnosé klosa gtdéwnego. Mieszance charakteryzowaly si¢ posred-
nim w stosunku do form rodzicielskich krzewieniem (15,0—41,0 zdzbet), $rednica drugiego od dotu
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miedzywezla (2,1-2,9 mm), zbitoscig ktosa gtdwnego (14,6—17,5 kloskéw na 1 dm osadki klosa),
krotszymi zdzbtami (43,0-48,3 cm) i osadkami ktosowymi (0,55-0,68 dm) oraz sterylnymi ktosami.

Stowa Kkluczowe: Aegilops triuncialis L., cechy plonotwércze, pszenica zwyczajna, kultury in vitro,

mieszance migdzyrodzajowe

WSTEP

Dla zwigkszenia zmiennoS$ci genetycznej pszenicy zwyczajnej krzyzuje sie ja z réznymi
gatunkami pokrewnymi z rodzaju Aegilops L. [Fakhri i in. 2016, Zhao i in. 2018, Wang i in. 2022,
Feldman i Levy 2023]. Gatunki te sg opisywane jako zrodta pozadanych cech plonotwor-
czych, odpornosciowych (na choroby, szkodniki, zakwaszenie i zasolenie gleby), jako-
sciowych (wysoka zawarto$¢ biatka i mikroelementow w ziarniakach pszenicy) [Arzani
i Ashraf 2016, Prazak i Molas 2017, Prazak i Krzepitko 2018, Darko i in. 2020, Kiani i in.
2021, Bocianowski i Prazak 2022, Laugerotte i in. 2022, Hadzhiivanova i in. 2025]. Aegi-
lops triuncialis L. (genomy UUCC) jest przedmiotem zainteresowania hodowcow psze-
nicy jako zrédto gendow odpornosci na choroby ktosa [Pilch i in. 1995], rdz¢ brunatng
(Puccinia recondita) — Lr58 [ljaz i in. 2023], szkodniki [Martin-Sanchez i in. 2003], susze
i zasolenie gleby [Yildiz i in. 2006] oraz charakteryzuje si¢ duza zawarto$cia biatka [Ka-
ragoz 2006]. Pochodzi on z Europy Wschodniej i basenu Morza Srodziemnego oraz Azji
Zachodniej [Kimber i Feldman 1987]. W naturalnych warunkach Ae. triuncialis L. naj-
czegsciej rosnie na ugorach, przydrozach, ale dobrze radzi sobie rowniez na uzytkach zie-
lonych. W Ameryce Potnocnej jest to gatunek inwazyjny, wystepujacy glownie na za-
chodnim wybrzezu Standw Zjednoczonych [Zaharieva i Monneveux 2005, Aigner i Wo-
erly 2011]. Ae. triuncialis L. jest rzadko wykorzystywany do ulepszania pszenicy zwy-
czajnej, istnieje niewiele doniesien o udanych krzyzowaniach miedzy tymi dwoma gatun-
kami. Pilch i in. [1995] zapylali lini¢ mono-5B pszenicy zwyczajnej T. aestivum L. Chi-
nese Spring pytkiem Ae. triuncialis L., a nastgpnie powstalego mieszanca krzyzowali
wstecznie z T. aestivum Chinese Spring. Delibes i in. [1988] w pierwszej kolejnosci krzy-
zowali pszenice tetraploidalng T. turgidum L. z Ae. triuncialis L., a nastgpnie uzyskane
mieszance F1 zapylali pytkiem pszenicy heksaploidalnej. Aghaee-Sarbarzeh i in. [2002]
przeniesli odporno$¢ na rdz¢ brunatng z Ae. triuncialis L. do pszenicy zwyczajnej przy
uzyciu indukowanej homeologicznej koniugacji i przy wykorzystaniu genu Phl. Geno-
mowa hybrydyzacja in situ (GISH) i analiza markeréw DNA (SSR) pozwolity zidentyfi-
kowa¢ u mieszanca pszenicy z Ae. triuncialis L. zrekombinowany chromosom 5U z ma-
tym koncowym segmentem pochodzacym z ramienia 5AS chromosomu pszenicy
[Aghaee-Sarbarzeh i in. 2008]. W krzyzowaniach, w ktorych otrzymuje si¢ niewiele za-
rodkéw, wydajnos¢ regeneracji zywotnych mieszancéw mozna zwigkszy¢ poprzez induk-
cj¢ kalusa z fragmentow niedojrzatych kwiatostanéw. Zastosowanie pozywki regeneru;ja-
cej o odpowiednim sktadzie regulatorow wzrostu moze zapoczatkowaé proces organoge-
nezy w tkance kalusowej [Hejnowicz 2002].

Celem badafi bylo otrzymanie mieszancoOw migdzyrodzajowych Ae. triuncialis L. x
T. aestivum L. oraz ich charakterystyka morfologiczna i cytologiczna.
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MATERIAL I METODY

Obicktem badan byt dziki gatunek Ae. triuncialis L. i odmiany pszenicy T. aestivum
L. Begra, Monopol, Nawra i Zyta. Ziarno Ae. triuncialis L. uzyskano z Instytutu Genetyki
Roslin Leibnitza i Badan Roslin Uprawnych (IPK) Gatersleben w Niemczech (numer
obiektu w banku genow AE 120/78). Pszenice pochodzity z Krajowego Centrum Ro§lin-
nych Zasobéw Genowych IHAR w Radzikowie. Krzyzowania przeprowadzono na polu
doswiadczalnym Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. W kazdej kombinacji zapy-
lono co najmniej dziesi¢¢ ktosow. Trzy dni przed kwitnieniem klosy pszenicy zwyczajnej
i Ae. triuncialis L. kastrowano i zaktadano na nie izolatory z celofanu, aby uniknaé niepo-
zadanego zapylenia. Krzyzowania przeprowadzono przy uzyciu $wiezego pytku Aegilops
lub danej odmiany pszenicy. Po 18 dniach od zapylenia w laboratorium kultur in vitro
niedojrzate zarodki mieszancowe izolowano z ziarniakow i wyktadano w warunkach asep-
tycznych do proboéwek na pozywke MS [Murashige i Skoog 1962], z dodatkiem kinetyny
— 0,04 mg-dm~3 i kwasu indolilo-3-octowego (IAA) — 10,0 mg-dm=3 [Chueca i in. 1977].
Ziarniaki byty wcze$niej odwadniane w 70% alkoholu etylowym i odkazane przez 6 minut
w 0,1% roztworze chlorku rteci (HgCly), nastepnie trzykrotnie plukane w sterylnej wo-
dzie. Hodowlg kultur zarodkéw prowadzono w fitotronie, w temperaturze 23 £2°C, przy
60-70% wilgotnosci wzglednej, 16-godzinnym fotoperiodzie i1 nat¢zeniu $wiatla
36 uE-m2.s1. Zregenerowane z zarodkéw roéliny w fazie drugiego liScia przenoszono do
doniczek z wyjatowiong ziemia i piaskiem (w stosunku 1 : 1). Po aklimatyzacji od polowy
wrzes$nia uprawiano je (podobnie jak genotypy rodzicielskie) na poletkach doswiadczal-
nych o dtugosci 2,0 m i szerokos$ci 1,0 m, w rozstawie rzgdéw 20 x 10 cm na glebie bru-
natnej, kompleksu pszennego dobrego, w tych samych warunkach uprawy i nawozenia.
Na roslinach mieszancowych F1 przeprowadzono krzyzowania wsteczne BC1 z pszeni-
cami rodzicielskimi, zapylajac po 50 wykastrowanych kwiatkow w kazdej kombinacji.

Analizy cytologiczne. Do obserwacji podzialow mitotycznych pobierano wierzchotki
korzeni mieszancow, ktore po wstepnym traktowaniu mieszaning wody z lodem przez
okres 24 godzin utrwalano w roztworze Carnoya (etanol : kwas octowy = 3 : 1 v/v). Chro-
mosomy liczono pod mikroskopem $wietlnym przy powigkszeniu 100x. Do obserwacji
podziatow mejotycznych z pochew lisciowych pobierano mtode ktosy z pylnikami zawie-
rajacymi komorki macierzyste pytku i mikrospory na réznym etapie rozwoju i utrwalano
je przez trzy godziny w roztworze Carnoya. Utrwalone preparaty przechowywano
w 70-procentowym alkoholu etylowym i temperaturze 4°C. W metafazie | obserwowano
co najmniej 50 komoérek macierzystych pytku (PMC) wybarwionych acetokarminem.
Okreslano liczbg biwalentow w postaci pretow 1 pierScieni oraz obecnos¢ uniwalentow,
triwalentow, kwadriwalentow. W anafazie I obserwowano obecno$¢ chromosomow opoz-
nionych i mostéw chromatynowych. Badano réwniez frekwencje mikrojader, analizujac
300 tetrad kazdej formy. Pomiary ziaren pytku wykonano okularem 8% z podziatkg, pod
obiektywem 40%, a nastgpnie wynik przeliczono na um. Ziarna pytku wybarwione aceto-
karminem na czerwono uznawano za zywotne [Chrzastek 2000]. Wykonano réwniez pre-
paraty rozmazowe komérek kalusa, ktére barwiono acetokarminem.
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Rozmnazanie mieszancow z fragmentéw kwiatostanéw. Niedojrzale ktosy mie-
szancow odwadniano w 70-procentowym alkoholu C,HsOH, odkazano w 0,1-procento-
wym roztworze chlorku rtgci (HgClz) przez 4 min. Nastepnie po trzykrotnym przeptukaniu
w sterylnej wodzie podzielono je na fragmenty wielkosci ok. 0,5 cm i wytozono do kolb
Erlenmeyera o pojemnosci 150 ml (po 10 szt. na kolbe¢) na pozywke MS [Murashige
i Skoog 1962], z dodatkiem 2,0 mg-dm~2 2,4-D (kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy) [Pra-
zak 1996]. W kazdej kombinacji krzyzéwkowej zastosowano po 100 eksplantatéw. Ho-
dowlg prowadzono w fitotronie w podobnych warunkach temperatury i o$wietlenia jak
w przypadku zarodkow.

Analiza fenotypowa pojedynkdw. Rosliny zebrano z pola w fazie dojrzatosci pelnej
i na 3-5 pojedynkach z kazdej formy mieszancowej oraz na 10 pojedynkach form rodzi-
cielskich analizowano cechy ilosciowe, takie jak: krzewienie ogdlne (liczba pgdow z ro-
sliny), dtugos¢ pedu gtéwnego, srednice drugiego od dotu migdzywezla, dtugosé osadki
ktosowe;j, zbitos¢ klosa gtdwnego (liczbe ktoskow przypadajacych na 1 dm osadki ktoso-
wej), ptodnos¢ klosa gtownego (liczba ziarniakow przypadajacych na 1 ktosek).

Analiza statystyczna. Uzyskane wyniki opracowano statystycznie za pomoca analizy
wariancji, oceniajac istotno$¢ rdznic testem t-Tukeya przy a = 0,05. Do analizy wykorzy-
stano program Statistica v.13.1.

WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

Najczesciej pierwszym etapem prac majacych na celu transfer genéw z gatunkow
Aegilops L. do Triticum L. jest otrzymanie ro$lin mieszancowych pierwszego pokolenia.
Dalsze etapy polegaja na kolejnych krzyzowaniach wstecznych mieszancoéw z pszenica
heksaploidalng, prowadzonych jednocze$nie z wszechstronng oceng i selekcja.

W prezentowanej pracy przedstawiono wyniki z bezposredniego krzyzowania dzi-
kiego gatunku Aegilops — A. triuncialis L. z odmianami pszenicy zwyczajnej Triticum
aestivum L. (tab. 1).

Rosliny F1 nie zawigzaty ziarniakow. Wynikalo to z zaburzen w mejozie, w efekcie
ktorych nie powstaly plodne gamety. Zaburzenia te byly spowodowane niekompletng ko-
niugacjg chromosoméw, stabym powinowactwem chromosoméw obcych genomoéw do
wlokien wrzeciona podzialowego. W metafazie I mejozy mieszancow F1 Ae. Triuncialis x
T. aestivum L. (ABDUC) wystgpowaty uniwalenty. Nie byto biwalentow zaréwno w po-
staci pretow, jak i pierscieni, a takze nie zaobserwowano poliwalentow. Liczba pentad
w tych mieszancach wahata si¢ od 23 do 36. W tetradach widoczne byty mikrojadra sred-
nio od 0,28 do 0,33 (tab. 2, ryc. 2D i 2E).

Otrzymywanie roslin drugiego pokolenia w wyniku wstecznego zapylania pytkiem
pszenicy wykastrowanych ktoséw mieszancow pierwszego pokolenia napotyka na ogoét
na jeszcze wieksze trudno$ei. Bai i in. [1994], krzyzujgc Aegilops triaristata Willd. (ge-
nomy UUMMUNUN) z T. aestivum L. cv. Chinese Spring (genomy AABBDD) otrzymali
wysokie zawigzywanie mieszancowych ziarniakéw na poziomie od 38,89% do 60,81%.
Natomiast w wyniku krzyzowania wstecznego zawigzywanie ziarniakéw wahato si¢ jedy-
nie od 0% do 7,14%.



Tabela 1. Rezultaty krzyzowania Aegilops triuncialis L. z odmianami Titicum aestivum L.
Table 1. Results of crosses between Aegilops triuncialis L. and Triticum aestivum L. cultivars

o Liczba zZi:miZIZjI? Liczba zarodkéw F1 w in vitro ROFS hn?;gtls Zfrlgirl:; 'an t\;gro
Kombinacja zapylonych E, seeds se}[ Number of F1 embryos in in vitro 1p cultures
krzyzéwkowa kwiatkow !
Cross combination Numb?{ . OftflgrEtS liczba % kietkujacych | kalusujacych | zamartych | razem liczba %
poflinate number germinating callusing lifeless total number
Ae. triuncialis x Begra 82 8 9,76 4 3 1 8 4 50,00
Begra x Ae. triuncialis 206 0 0,00 0 0 0 0 0 0,00
Ae. triuncialis x 60 8 13,33 5 0 0 5 5 100,00
Monopol
Monopol x Ae. 196 0 0,00 0 0 0 0 0 0,00
triuncialis
Ae. triuncialis x Nawra 36 3 8,33 3 0 0 3 3 100,00
Nawra x Ae. triuncialis 96 0 0,00 0 0 0 0 0 0,00
Ae. triuncialis x Zyta 42 3 7,14 3 0 0 3 3 100,00
Zyta x Ae. triuncialis 94 0 0,00 0 0 0 0 0 0,00
Ae. triuncialis x 220 22 | 10,00 15 3 1 19 15 78,95
T. aestivum
T. aestivum x 592 0 0,00 0 0 0 0 0 0,00
Ae. triuncialis




Tabela 2. Analiza cytologiczna mieszancow F1 Ae. triuncialis L. z T. aestivum L. i R1 Ae. triuncialis L. x T. aestivum L. Zyta
Table 2. Cytological analysis of F1 Ae. triuncialis L. with T. aestivum L. hybrids and R1 Ae. triuncialis L. x T. aestivum L. Zyta

Srednia liczba na komorke )
Mean number per cell Srednia liczba
mikrojader Liczba
Analizowane formy biwalenty w tetradzie pentad
Forms analysed chromosomy |uniwalenty bivalents triwalenty | kwadriwalenty | chiazmy fMe_an numl?e_r. l]:lumttJeé
chromosomes | univalents . .. .| trivalents | quadrivalents | chiasmata oF micro-nucletin Of pentads
prety | pierscienie tetrad
rods rings
F1 Ae. triuncialis x * *
35 35,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,31 23
Begra
F1Ae. triuncialis x 35 3500" | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,28" 28
Nawra
;; ge. triuncialis 35 3500" | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,33" 36
?;ge' Triuncialis x 35 3394" | 088 | 016" 0,00 0,00 1,22" 0,24" 19
Zyta 42 0,04 0,36 20,62 0,00 0,00 41,52 0,01 0

* Wynik istotnie r6zny od pszenicy Zyta przy o = 0,05
* Result significantly different in relation to the Zyta wheat at o = 0.05
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Po zapyleniu wykastrowanych kwiatkow obu gatunkdéw uzyskano zawigzywanie ziar-
niakdw na poziomie od 7,14% (Ae. triuncialis x Zyta) do 13,33% (Ae. triuncialis x Mono-
pol). Ziarniaki mieszancowe zawigzywaly si¢ jedynie w przypadku, gdy forma mateczng byt
Aegilops. Potwierdza to weze$niejsze badania, w ktorych taki kierunek krzyzowania dawat
kilkukrotnie wigksza mozliwo$¢ uzyskania mieszancoéw F1 [Prazak 2001, Mirzaghaderi i in.
2020]. Krzyzowanie Ae. triuncialis L. z pszenica zwyczajng i uzyskanie ptodnych mieszan-
cOw Fq jest trudne ze wzgledu na bariery krzyzowalnos$ci i brak homologii pomig¢dzy ich
genomami. Jak wynika z badan Chueca i in. [1977], w wyniku krzyzowania pszenicy z ga-
tunkami Aegilops tworzg si¢ ziarniaki, ale niektore z nich sg niezdolne do kietkowania z po-
wodu zamierania zarodkow we wczesnej fazie rozwoju. Wedtug tych autoréw rosliny mie-
szancowe udaje si¢ uzyskaé przez wczesng izolacje i hodowle niedojrzatych zarodkéw
w kulturze in vitro. W niniejszej pracy z 22-mieszaficowych 18-dniowych ziarniakoéw Fy
wyizolowano 19 zarodkéw. Hodowla in vitro tych zarodkéw data w efekcie 15 roélin Fy
(tab. 1, ryc. 1). Kalusujace zarodki wytwarzaty jedynie korzenie. Najwigcej roslin mieszan-
cowych zregenerowato w kombinacji A. triuncialis x Monopol (5). W pozostatych kombi-
nacjach zregenerowaty 3—4 rosliny (tab. 1).

Ryc. 1. Mieszafice F1 Ae. triuncialis L. z T. aestivum L.: A) kietkujace ziarno pytku pszenicy,
B) kietkujacy zarodek mieszancowy, C) klosy Ae. triuncialis L., mieszanca F1 pszenicy Monopol,
D) klosy Ae. triuncialis L., mieszanca F1, pszenicy Zyta
Fig. 1. F1hybrids of Ae. triuncialis L. with T. aestivum L.: A) germinating wheat pollen grain,
B) germinating hybrid embryo, C) spikes of Ae. triuncialis L., F1 hybrid, wheat Monopol,

D) spikes of Ae. triuncialis L., F1hybrid, wheat Zyta
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Ryc. 2. Niektore aspekty mejozy u mieszanca Ae. triuncialis L. x T. aestivum L. Zyta (2n = 5x = 35):
A) metafaza I w PMC, B) pozna anafaza II z mostkami i segmentami, nieregularng cytokineza
i chromosomami op6znionymi, C) poliada z komérkami o réznej wielkosci, D) i E) tetrady
z mikrojadrami, F) puste ziarna pytku (odcinek = 45 um)
Fig. 2. Some aspects of meiosis in Ae. triuncialis L. x T. aestivum L. Zyta hybrid (2n = 5x = 35):
A) metaphase | in PMC, B) late anaphase 11 with bridges and segments, irregular cytokinesis and
lagging chromosomes, C) polyad with cells of different sizes, D) end E) tetrads with micronuclei,
F) empty pollen grains (bar = 45 pm)

W przeprowadzonych badaniach w wyniku krzyzowania wstecznego z pszenica nie
uzyskano mieszancow BCi. Delibes i in. [1988], zapylajac pszenice tetraploidalng T. tur-
gidum L. pytkiem Ae. triuncialis L. uzyskali 3 rosliny mieszancowe F1. Nastgpnie mie-
szance F1 zapylili pytkiem pszenicy heksaploidalnej Almatense H-10-15, uzyskujac tym
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razem 8 roslin, ktore charakteryzowaty si¢ bardzo stabg ptodnoscia, dajac 3-5 ziaren na
rosling, bez zauwazalnego wzrostu plodnosci w kolejnych pokoleniach. Mieszance
z Ae. triuncialis L. charakteryzowatly si¢ mniejsza ptodnos$cia niz z Ae. ventricosa Tausch.
(genomy DDUNUN). Wedtug cytowanych autoréow genom D Ae. ventricosa Tausch. jest
bardziej podobny do genomu D pszenicy heksaploidalnej niz ktorykolwiek z dwoch roz-
nych genoméw (CU) obecnych w Ae. triuncialis L., co moze prowadzi¢ do bardziej regu-
larnej mejozy w pierwszym przypadku i do prawdopodobnego bardziej rozlegtego procesu
rearanzacji chromosomow w drugim przypadku, z powodu niwelowania efektu dziatania
genu Ph przez genom C [Delibes i in. 1988].

W badaniach Stefanowskiej i in. [1995] przy krzyzowaniu Ae. ventricosa Tausch.
z T. durum Desf. Grandur zawigzywanie ziarniakow wyniosto 16,67%, a przy krzyzo-
waniu Ae. juvenalis (Tell.) Eig. (genomy DDMMUU) z linig pszenicy zwyczajnej CZR
1406 — 41,18%.

Gatunki Ae. ventricosa Tausch. (DDUnUn) i Ae. juvenalis (Tell.) Eig. (genomy
DDMMUU) zawierajg genomy D, ktore sa homologiczne do genomu D pszenicy, podob-
nie jak genomy D Ae. tauchyii Coss. (DD) i Ae. cylindrica Host. (DDCC). W tych przy-
padkach transfer genéw moze odbywac sie na zasadzie prostego Crossing-over.

Wszystkich 15 pentaploidalnych mieszancéw A. triuncialis L. z T. aestivum L. byto cat-
kowicie sterylnych. Pylniki zawieraly niezabarwione ziarna pytku (ryc. 2F). Ae. triuncialis
L. zostat zaliczony przez Searsa [1981] do tej samej grupy co gatunki o niskim podobien-
stwie genomow do T. aestivum L., takie jak Ae. umbellulata Zhuk. (genomy UU) i Ae. cau-
data L., syn. Ae. markgrafii (Greuter) Hammer (genomy CC). Prawdopodobnie Ae. triun-
cialis powstal w wyniku skrzyzowania tych dwoch gatunkow [Mirzaghaderi i in. 2014].

Do rozmnozenia mieszancoéw Fi zastosowano rowniez technik¢ hodowli tkankowej
(ryc. 3i4). W kulturze in vitro moze dochodzi¢ do spontanicznego podwojenia liczby chro-
mosomow. Warunki hodowli in vitro mogg rowniez przyczyni¢ si¢ do translokacji pomig¢dzy
chromosomami Aegilops i Triticum. Davies i in. [1986] podaja, ze ro$liny pszenicy zrege-
nerowane wegetatywnie in vitro z wykorzystaniem tej metody charakteryzowaty si¢ wysoka
czestotliwoscig nichomologicznych translokacji powodujacych tworzenie si¢ multiwalen-
tow w czasie mejozy. Feldman [1988] rowniez obserwowat obecno$¢ multiwalentdw w me-
jozie wywotang prawdopodobnie translokacjami u mieszancoéw migdzy T. aestivum a amfi-
ploidem T. turgidum — Ae. squarrosa. Mieszance byly regenerowane z kalusa pochodzacego
z hodowli in vitro mikrospor.

W przeprowadzonych badaniach do indukcji kalusa wykorzystano niedojrzate kwia-
tostany. Z kalusa wytworzonego przez eksplantaty zregenerowalo 5 roélin R; (5,68% ka-
lusujacych eksplanatow) w kombinacji Ae. triuncialis L. x T. aestivum L. Zyta (tab. 3).

Obserwacje cytologiczne wykazaly, ze w chaotycznie zbudowanej tkance kalusowe;j
pojawiaty si¢ morfogenne obszary, z ktérych tworzyty si¢ zawigzki organéw (ryc. 3). Naj-
pierw komorki kalusa przypominaty komorki migkiszowe, a potem odréznicowywaty sig,
przybierajac ksztalt komorek merystematycznych. W wyniku organogenezy na po-
wierzchni kalusa ksztattowat si¢ wierzchotek przybyszowy, w ktéorym po pewnym czasie
roéznicowat si¢ zawigzek pedu z wierzchotkiem wzrostu i zaczatkami lisci i (lub) zawigzek
korzenia z wierzchotkiem.
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Ryc. 3. Kalus mieszanca F1 Ae. triuncialis L. x T. aestivum L. Zyta uzyskany w kulturze in vitro
z fragmentu kwiatostanu: A) grot wskazuje centrum merystematyczne (odcinek = 50 um), B) grot
wskazuje primordium pedu (odcinek = 100 um), C) tkanka kalusowa z widocznymi zielonymi
centrami roznicowania si¢ zawigzkow pedu (odcinek = 3 mm), D) formowanie si¢ pedow
(odcinek = 1,0 mm)

Fig. 3. Callus of the F1 hybrid Ae. triuncialis L. x T. aestivum L. Zyta obtained in in vitro culture
from an inflorescence fragment: A) the arrowhead indicates the meristematic center (bar = 50 um),
B) the arrowhead indicates the shoot primordium (bar = 100 um). C) callus tissue with visible
green centers of shoot primordia differentiation (bar = 3 mm), D) shoot formation (bar = 1,0 mm)

Tabela 3. Regeneracja ro$lin mieszancowych R1 w kulturze in vitro z fragmentdw kwiatostandw
F1 Ae. triuncialis x T. aestivum L.
Table 3. Regeneration of R1 Ae. triuncialis x T. aestivum L. hybrid plants in in vitro culture from
flower fragments of F1 Ae. triuncialis x T. aestivum L.

Kalusujace eksplantaty Zregenerowane w Kalusie
] na 100 wylozonych ro§liny R1
Mieszance F1 Calloused explants per 100 placed | Ri plants regenerated in callus
F1 hybrids - -
liczba % liczba %
number number
Ae. triuncialis x Begra 72 72 0 0,00
Ae. triuncialis x Monopol 84 84 0 0,00
Ae. triuncialis x Nawra 65 65 0 0,00
Ae. triuncialis x Zyta 88 88 5 5,68
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Ryc. 4. Otrzymywanie mieszancéw R Ae. triuncialis L. x T. aestivum L. Zyta w kulturze in vitro:
A) eksplantaty niedojrzatych ktoséw, B) i C) regeneracja pedow i korzeni w kalusie, D) klosy
ro$lin (od lewej): Ae. triuncialis L., mieszaniec Ry, T. aestivum L. Zyta
Fig. 4. Obtaining R1 hybrids Ae. triuncialis L. x T. aestivum L. Zyta in in vitro culture: A) explants
of immature spikes, B) i C) regeneration of shoots and roots in callus, D) spikes of plants (from the
left): Ae. triuncialis L., R1 hybrid, T. aestivum L. Zyta

Tworzenie si¢ wierzcholkéw przybyszowych wiaze si¢ z naruszeniem regulacji hor-
monalnej, w wyniku oddzielenia eksplantatu od tkanki macierzystej lub podania regulato-
réw wzrostu z zewnatrz, glownie auksyn i cytokinin [Hejnowicz 2002].

Kultury in vitro fragmentow kwiatostanow przyczynity si¢ do rozmnozenia mieszancow
F1 i uzyskania dojrzatych roslin Ry Ae. triuncialis x Zyta (ryc. 4). Uzyskano regeneranty Ry
o liczbie chromosoméw rosliny dawcy Ae. triuncialis L. x T. aestivum L. Zyta (2n = 35) —
tab. 3. Pentaploidy Ry Ae. triuncialis L. x T. aestivum L. (ABDUC) zawieraty $rednio 33,94
uniwalentow, 0,88 biwalentow w formie pretow i 0,16 biwalentdéw w formie pierscieni.
Liczba chiazm w ich przypadku wynosita §rednio 1,22, mikrojader w tetradach — 0,24,
a liczba pentad — 19. W anafazach I i II tworzyly si¢ mostki chromosomowe, chromatydowe
i wystepowaly fragmenty chromosomowe oraz nieprawidtowa liczba biegunéw, co w kon-
sekwencji prowadzito do powstawania pentad (tab. 2, ryc. 2).

W mieszancach Ae. triuncialis L. x T. aestivum L. Zyta analizowano zywotno$¢ pytku
i porbwnywano ja z zywotnoscig form rodzicielskich. Ziarna pytku mieszancéw F1 oka-
zaty si¢ w 100% puste, a mieszancow Ri w 94,70%. Natomiast 90,75% ziaren pytku
Ae. triuncialis L. 191,80% pszenicy Zyta byto catkowicie wypeione cytoplazma (tab. 4).
Ziarna pytku mieszancow Fi mialy wielko$¢ od 44,18 x 40,34 um (mieszaniec F:
Ae. triuncialis L. z pszenicg Begra) do 45,51 x 41,23 um (mieszaniec F; Ae. triuncialis L.
z pszenicg Zyta). Mieszaniec Ry Ae. triuncialis L. x Zyta miat ziarna pytku nieco wigksze:
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46,96 x 41,12 um. Srednia wielko$¢ ziaren pylku Ae. triuncialis L. wyniosta 51,80 x
47,60 um. Najwigksze ziarna pytku miata pszenica Zyta 62,29 x 54,86 um. W badaniach
Chrzastek [2000] wielkos¢ ziaren pytku pszenicy Grana wyniosta 56,87 x 56,19 um.

Pylniki mieszancow F1 miaty wielko$¢ od 4,51 x 0,85 mm (mieszaniec F1 Ae. triun-
cialis L. x Begra) do 4,68 x 0,89 mm (mieszaniec F; Ae. triuncialis L. x Zyta) — tab. 4.

Mieszaniec Ry Ae. triuncialis L. z pszenicg Zyta mial pylniki nieco wigksze: 4,73 x
0,86 mm. Srednia wielko$¢ pylnikow Ae. triuncialis L. wyniosta 5,10 x 0,87 mm. Pylniki
pszenicy Zyta mialy $rednig wielkos$¢ 4,46 x 0,94 mm (tab. 4). W badaniach Komaki
i Tsunewaki [1981] dtugo$¢ pylnikéw 61 odmian pszenicy wahata si¢ od 3,0 do 5,0 mm.

Gatunki traw z rodzaju Aegilops naleza do form jednorocznych, silnie krzewiacych
si¢, wytwarzajacych bardzo duzo ziarniakow. Przyktadowo Ae. cylindrica Host wytwarza
ponad 100 zdzbet i ponad 3 tys. ziarniakoéw. Ziarniaki Aegilops pozostaja w glebie nawet
do 3-5 lat, zachowujac zdolno$¢ kietkowania, co pozwala poszczegdélnym populacjom
szybko kolonizowac nowe tereny [Zaharieva i Monneveux 2005].

Pszenice krzewig si¢ znacznie stabiej. Analiza pojedynkow wykazata, ze najwigcej
pedow wytworzyt dziki gatunek Ae. triuncialis — $rednio 146,5 na rosling. Krzewienie
mieszancoéw byto posrednie. Najwiccej pedéw wytworzyty mieszance F1i Ry Ae. triun-
cialis x Zyta, odpowiednio 41,0 i 36,3. Najmniej pedow ($rednio 15,0 na rosling) odnoto-
wano u mieszancow Fi Ae. triuncialis x Monopol. Byta to warto$¢ podobna jak u pszenic
zwyczajnych. Pszenice wytwarzaly $rednio od 9,1 (Nawra) do 14,3 (Monopol) pedow na
rosling (tab. 5).

Dhugos¢ pedu glownego mieszancow byta mniejsza od dtugosci pgdéw obu komponen-
tow rodzicielskich i wynosita $rednio od 43,0 cm (F1 Ae. triuncialis x Nawra) do 48,3 cm
(F1 Ae. triuncialis x Begra). Byly to wartosci istotnie mniejsze od dtugosci pedéw dzikiego
gatunku (70,4 cm) i od pszenic (79,78-100,80 cm) — tab. 5. Podobnie w $rodowisku natu-
ralnym gatunki Aegilops osiagaja wysokos¢ ok. 70 cm [Kimber i Feldman 1987].

Srednica zewnetrzna drugiego od dotu miedzywezla mieszancow miescila si¢ w grani-
cach od 2,1 do 2,9 mm. Byla ona istotnie wigksza od $rednicy dzikiego gatunku (1,46 mm).
Wirod mieszancow najgrubsze zdzbta miat F1 Ae. triuncialis x Zyta. U pszenic warto$¢ tej
cechy byla istotnie wicksza od mieszancow i wahata si¢ od 4,08 do 5,22 mm (tab. 5).

Wigkszos$¢ mieszancow F1 wytworzyla osadki klosowe istotnie krotsze od osadek
form rodzicielskich. Najdtuzsze osadki klosowe o dhugosci od 0,90 do 0,99 dm odnoto-
wano u pszenic. Nieco krotsze osadki ktosowe miat Ae. triuncialis. Osadki ktosowe mie-
szancOw osiagaly $rednig dhugos¢ 0,55-0,68 dm (tab. 5, ryc. 1C, 1D, 4D).

Ksztalt dojrzatych ktosow mieszancow byl posredni w stosunku do form rodziciel-
skich. Jednak przewazaty cechy formy dzikiej (ryc. 1C, 1D, 4D). Najwigksza liczbe kto-
skow przypadajacych na 1 dm osadki ktosowe;j (zbito$¢ ktosa) miaty pszenice (od 19,4 do
24,4). Mieszance charakteryzowaly sie posrednig w poréwnaniu z komponentami rodzi-
cielskimi zbitoscig ktosow (od 14,6 do 17,5 ktoskow na 1 dm osadki klosa). Zbitos¢ kto-
sow Ae. triuncialis wyniosta 7,5 (tab. 5). We wczesniejszych badaniach [Prazak 1997]
ktosy innych mieszancow Aegilops sp. z Triticum sp. réwniez charakteryzowaly si¢ po-
$rednig zbitoscig w stosunku do form rodzicielskich.



Tabela 4. Zywotnoé¢ oraz wymiary ziaren pylku i pylnikow mieszancéw F1 i R1 Ae. triuncialis L. z T. aestivum L. i T. aestivum L. Zyta
Table 4. Viability and dimensions of pollen grains and anthers of F1 and R1 hybrids of Ae. triuncialis L. with T. aestivum L. and T. aestivum L. Zyta

Wymiary ziaren pytku wypetnionych cytoplazma

Ziamafﬁ“‘l:’i’:emione Dimensions of pollen grains filled with cytoplasm Wymiary pylnikéw
cyopazma (um) Anther dimensions
Analizowane formy Pollen grains filled with cytoplasm — — (mm)
(%) catkowicie czg$ciowo puste
Forms analysed .
entirely partly empty
catkowicie |czgsciowo| puste dlugosé¢ | szerokosé | dlugos¢ |szerokos$¢| dtugosé |szerokosc| dilugosé |szerokosc
entirely partly empty length width length width length width length width
F1 Ae. triuncialis x Begra 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 44,18™ | 40,34™ 451f 0,85
F1 Ae. triuncialis x Monopol 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 44,29™ | 40,45 4,53f 0,86
F1 Ae. triuncialis x Nawra 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4542™ | 41,16™ | 4,62 0,88
F1 Ae. triuncialis x Zyta 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4551 | 4123™ | 4,68 0,89
R1 Ae. triuncialis x Zyta 0,00 5,30 94,70 0,00 fm 0,00 50,85™ | 44,32™ | 46,96™ | 41,12™ | 4,73™ 0,86
Ae. triuncialis 90,75 3,08 6,17 52,00 46,50 44,83 41,00 51,80 47,60 5,10 0,87
Zyta 91,80 1,19 7,01 67,53 64,08 61,57 56,71 62,29 54,86 4,46 0,94

f Wynik istotnie r6zny od formy matecznej przy o = 0,05; ™ wynik istotnie rézny od formy ojcowskiej przy o.= 0,05
f Result significantly different from the mother form at o = 0.05; ™ result significantly different from the paternal form at a. = 0.05




Tabela 5. Wartosci $rednie wybranych cech ilosciowych u mieszancéw F1 i R1 Ae. triuncialis L. x T. aestivum L. oraz ich form rodzicielskich
Table 5. Mean values of some quantitative traits in Frand R1 Ae. triuncialis L. x T. aestivum L. hybrids and their parental forms

. Srednica drugiego Dhugos¢ ,,
Liczba .| Diugos¢pedu od dotu osadki Zbitosé klosa | T rodnose
Analizowane formy ro$lin Krzewienie glownego . mi¢edzywezla ktosowej glownego klosa
0g6lne Length of main - A gtéwnego
Forms analysed Number T e g Diameter of 2nd Length of Main spike -
otal tillering shoot - ] - o Main spike
of plants bottom internode spike rachis density g
(cm) (mm) (dm) fertility
F1 Ae. triuncialis x Begra 4 22,50f 48,30 m 2,35 0,68M 15,60 0,00
F1 Ae. triuncialis x Monopol 5 15,00 46,00 2,50m 0,60 fm 16,70 0,00fm
F1 Ae. triuncialis x Nawra 3 34,00f 43,00 2,10m 0,55 m 14,60 0,00fm
F1 Ae. triuncialis x Zyta 3 41,007 48,00™ 2,90 fm 0,63m 17,50 0,00fm
R1 Ae. triuncialis x Zyta 5 36,30 m 46,50 ™ 2,43 m 0,56 fm 14,60 0,00fm
Ae. triuncialis 20 146,50 70,40 1,46 0,77 7,50 1,69
Begra 20 12,10 86,50 4,08 0,93 21,10 2,66
Monopol 20 14,30 100,80 4,43 0,90 24,40 2,75
Nawra 20 9,10 79,78 4,62 0,94 20,00 2,16
Zyta 20 12,50 99,88 5,22 0,99 19,40 2,48

Hiczba pedow z rosliny, 2 liczba ktoskow przypadajaca na 1 dm osadki klosa, 2 liczba ziaren przypadajaca na 1 ktosek

fwynik istotnie rézny w stosunku do formy zenskiej przy a = 0,05; ™ wynik istotnie rézny w stosunku do formy meskiej przy a = 0,05
 numer of shoots from plant, 2 number of spikelets per 1 dm of the spike rachis, ®number of kernels per 1 spikelet
f result significantly different in relation to the female form at o = 0.05; ™ result significantly different in relation to the male form at o = 0.05
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Mieszance nie zawigzaly ziarniakow. Natomiast plodnosé klosow gtownych pszenic
wabhata si¢ od 2,16 (Nawra) do 2,75 (Monopol). Ptodno$¢ dzikiego gatunku Ae. triuncialis
wyniosta 1,69. Staba ptodno$¢ mieszancow F1 pszenicy z gatunkami Aegilops wynika
z niskiego poziomu koniugacji chromosoméw w mejozie lub jej braku [Bai i in. 1994].

Dla zwigkszenia ptodnosci form mieszancowych mozna zastosowaé wcze$niejsze
krzyzowanie Ae. triuncialis L. z pszenicami tetraploidalnymi, np. T. turgidum L. lub T. du-
rum Desf. jako formami pomostowymi [Delibes i in. 1988, Stefanowska i in. 1995]. Inng
metoda moze by¢ krzyzowanie pszenicy zwyczajnej T. aestivum L. mono-5B Chinese
Spring z Ae. triuncialis L., a nastepnie powstalego mieszanca z T. aestivum Chinese Spring
[Pilch i in. 1995]. Jezeli chromosom obcy nie jest homeologiczny do chromosoméw psze-
nicy i nie moze z nimi koniugowa¢ w mieszancach pomostowych F1, mozna zastosowac
metody radiacji w celu spowodowania jego fizycznej aktywacji, a nastgpnie w pokoleniu
F, identyfikowa¢ translokacje z obcym chromosomem [Pilch 2005].

WNIOSKI

1. Przy krzyzowaniach odwrotnych Ae. triuncialis L. z odmianami pszenicy zwyczajnej
Begra, Monopol, Nawra i Zyta ziarniaki mieszancowe uzyskano jedynie przy zapyleniu Ae.
triuncialis L. pytkiem T. aestivum L. Srednia zdolnoé¢ do krzyzowania wyniosta 10,0%,
a regeneracja rolin z 18-dniowych zarodkéw F1 hodowanych in vitro — 78,95%.

2. Wylozenie fragmentow niedojrzatych klosow na pozywke MS z dodatkiem
2,0 mg-dm~3 2,4-D przyczynilo si¢ do uzyskania tkanki kalusowej mieszancow F1 Ae. triun-
cialis z Triticum aestivum L. Najbardziej embriogenny okazat si¢ kalus mieszancoéw Fi Ae.
triuncialis x T. aestivum L. Zyta, w ktorym zregenerowaly pedy i korzenie roslin Ri.

3. W poréwnaniu do form rodzicielskich mieszance Ae. triuncialis z T. aestivum L.
miaty posérednig liczbe pedow (15,0—41,0), srednice drugiego od dotu miedzywezla (2,1—
2,9 mm) i zbito§¢ ktosa (14,6—17,5 ktoskow na 1 dm osadki ktosa) oraz krotsze zdzbta
(43,048,3 cm) i osadki ktosowe (0,55-0,68 dm). Brak ptodnosci mieszancow F1 i Ry oraz
brak skutecznos$ci krzyzowan wstecznych BCs z pszenica byt spowodowany zaburzeniami
W procesie mejozy, ktore wynikaty ze stabej homologii pomiedzy genomami ABD psze-
nicy zwyczajnej i genomami UC Ae. triuncialis L.
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Abstract. Field crosses were performed between Aegilops triuncialis L. (2n = 4x = 28, UUCC ge-
nomes) and the common wheat cultivars Triticum aestivum L. (2n = 6x = 42, AABBDD genomes)
Begra, Monopol, Nawra, and Zyta. The aim of the crosses was to expand the genetic variability of
common wheat. The interbreeding ability of tested genotypes under field conditions ranged from
7.14% (Ae. triuncialis x Zyta) to 13.33% (Ae. triuncialis x Monopol). Hybrid kernels were formed
only when the maternal form was Ae. triuncialis. From obtained 22 F1 hybrid kernels, 19 embryos
were isolated in vitro and plated on MS medium supplemented with 10 mg dm=3 TAA (B-indolyl-
-3-acetic acid) and 0.04 mg dm-2 kinetin. F1 embryos developed into 15 seedlings in vitro. After
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4 weeks, the hybrid seedlings were transplanted into pots and placed in a growth chamber. Then, in
mid-September, they were planted out in the experimental field next to the parental components.
Chromosome number of the hybrids were assessed on smear preparations of meristematic cells from
the seedling root tips. During the growing season, immature spikes were collected from the leaf
sheaths of the hybrid plants for meiosis analysis. Cytological analysis revealed abnormalities in the
microsporogenesis process of the hybrids, which resulted in the development of non-viable pollen.
Some spikes of the F1 hybrids were castrated and back-pollinated with wheat pollen. The F1 hybrids
were also propagated in vitro by placing 100 fragments of immature inflorescences in each cross
combination on MS medium supplemented with 2 mg dm=3 2.4-D (2.4-dichlorophenoxyacetic acid).
Five R1 plants in the Ae. triuncialis L. x T. aestivum L. Zyta combination were regenerated from
callus produced by the explants. At the full maturity stage, biometric traits such as general tillering,
main shoot length, diameter of the second internode from the bottom, length of the main spike rachis,
main spike density and main spike fertility were measured on F1 and R1 hybrid plants. The hybrids
were characterized by intermediate tillering (15.0-41.0 stems) compared to their parental forms,
a diameter of the second internode from the bottom (2.1-2.9 mm), a dense main spike (14.6-17.5),
shorter stems (43.0-48.3 cm) and spike rachis (0.55-0.68 dm), and sterile spikes.
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