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Identyfikacja mieszancoéw miedzyodmianowych
Avena sativa L. oraz potencjalnych markerow
dla genu kartowatasci Dw6
z wykorzystaniem metody ISSR

Identification of inter-cultivar hybrids ofvena sativa L. and potential markers
of Dw6 dwarfing gene using ISSR method

Streszczenie W efekcie krzgowan miedzyodmianowych, przeprowadzonych pedsy posiada-
jacymi dominujicy gen kartowatéci Dw6 formami niskimia liniami i odmianami wysokimi,
uzyskano 147 ziarniakOw reprezentyjich 17 kombinacji. Miesz@owy charakter szeiu kom-
binacji potwierdzat kartowy fenotyp ébn F;. Do weryfikacji pochodzenia pozostatych form
zastosowano metedSSR. Z uwagi na wysoki poziom wykrywanego polinmorfu metoda ISSR
okazala si efektywna w identyfikacji miesaig@dw micdzyodmianowych owsa. Ponadto $piml
uzyskanych 150 polimorficznych produktéw ISSR jed@R-3779 ulegat amplifikacji we
wszystkich analizowanych formach kartowych. Prodekt nie byt powielany wadnej z badanych
roslin wysokich. Zidentyfikowany fragment po konwersf marker SCAR mi@ stanowd poten-
cjalny marker dla genu kartowatm Dwe6.

Stowa kluczowe:ISSR, kartowaté, mieszace midzyodmianowe, owies zwyczajny

WSTEP

Owies zwyczajny jest gatunkiem, u ktdrego kawanie m¢dzyodmianowe, pomi-
mo braku barier krzyowalndici, charakteryzuje sibardzo nisk efektywndcia w po-
réwnaniu z innymi zbgami [Thomas 1992]. Krzzpwanie rglin polega na kastrowaniu,
czyli usuwaniu niedojrzatych pylnikéw u form mategzh, a nagpnie nanoszeniu ob-
cego pytku form ojcowskich na dojrzale znamionarfanatecznych po kilku dniach od
kastrowania. Kastrowanie wykonywane jest zazwyezanualnie, alternatyyjest sto-
sowanie chemicznycfrodkéw sterylizujcych [Rodkiewicz i in. 1994]. Zapylanie e
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odbywa sie poprzez umieszczanie pylnikow w wykastrowanychatach, potrgsanie
pylaca wiechy ojcowsk nad wiech wykastrowag lub umieszczanie wiechy zapylacza
pod jednym izolatorem z fommmateczg [Swierczewski i Mazaraki 1993]. Uzyskanie
mieszacowych ziarniakow okridonych kombinacji wymaga niekiedy kilku lat keay
wan, jesli prowadzone s one w warunkach polowych, lub kilku cykli wegetpmgch

w szklarni lub fitotronie. Jednz przyczyn niskiej efektywrigi krzyzowania jest samo-
pylnos¢ owsa i preferencja w stosunku do wlasnego pytlkalejdymi przyczynami trud-
nosci mog by¢ takze niskazywotnas¢ nanoszonego pytku i uszkodzenia stupka podczas
kastrowania, ktére wywotgjw zahzni przedwczesnkaska@ reakcji, jaka towarzyszy
zapyleniu [Rodkiewicz i in. 1994]. Na efektywddozapylenia maj rowniez wptyw wil-
gotnai¢ powietrza i temperatura. Zonas¢ procesu zapylenia oraz kwiatostan w postaci
wiechy, ktéry znacznie komplikuje czynstdb manualne towarzysze kastrowaniu

i zapylaniu, sprawiaj ze owies jest uznawany za jeden z najtrudniej &upggych sé
gatunkéw zbaowych.

Dotychczas u gatunkéw z rodzafwena opisano osiem genéw kartowsétn nie-
mniej jednak tylko jeden z nich, domigay genDwe6, jest wykorzystywany w progra-
mach hodowlanych. Gen ten jest wiay na egzogenny kwas giberelinowy i redukuje
wysokas¢ roslin o 30-37%, gtéwnie poprzez skrécenie trzech génnmidzywezli
[Milach i in. 1997]. W liniach zDw6 skrécenie doktosia sprawiae przy braku opty-
malnych warunkoévérodowiska wiecha nie w petni wysuwa g pochwy licia flagowe-
go, co negatywnie wptywa na plon. Farnham i in.9a9wykryli w populacjach pocho-
dzacych odA. sterilisi A. fatua geny modyfikatory, ktére w obecém genuDw6 wydtu-
zajg doklosie i powoduyj, ze rasliny o skroconej stomie normalnie wiechupykrycie
tych modyfikatoréw znacznie poszerzyto #iwos¢ wykorzystania genDw6 w hodowli
owsa 0 skroconej stomie. Kartowy typ wzrostu wskigst polskich niskich linii hodow-
lanych powodowany jest obedmy dominupcego genlbw6, wprowadzonego z austra-
lijskiej niskiej, nieoplewionej odmiany Bandicoot.

Na podstawie morfologii khiny F; nie zawsze m@my stwierdat, czy jest ona
efektem zapylenia obcym czy wiasnym pytkiem. Ceslayunkowane genami domingj
cymi mazemy traktowd jako markery potwierdzage mieszacowaié, jesli donorem
tych gendéw jest forma ojcowska. W sytuacji, gdyheedominupcg wnosi forma ma-
teczna lub gdy chcemy potwierdzinieszacowy charakter rdin na wczesnych etapach
rozwoju, naley zastosowéjedrg z metod molekularnych. Metody te bagunp polimor-
fizmie czsteczek biatek lub DNA. Identyfikacja polimorfiznRNA moze by dokonana
przy wykorzystaniu systemow markerowyckdicych modyfikacy metody PCR. Celem
niniejszej pracy byto potwierdzenie miegszawego charakteru niskichdm F;, ktérych
formy mateczne byly niskie, g@jcowskie wysokie, gt fenotyp ralin nie byt wskani-
kiem udanego krzzpwania. Do molekularnej analizy DNA wybrano metd8SR. Po-
nadto analizujc polimorfizm DNA form wyfciowych oraz miesz&dw, poszukiwano
potencjalnych markeréw dla genu kartowéaidOwe.

MATERIAL | METODY

Do krzyzowah przeznaczono niskie i wysokie odmiany oraz lireetmpdzace z Hodowli
Raslin Strzelce oraz angielgkvysolg odmiarg Millenium z kolekcji HR Strzelce (tab. 1).
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Tabela 1. Formy rodzicielskie
Table 1. Parental forms

Odmiana / linia Wysokas¢ Oplewiony / nagi
Cultivar / line Plant hight Naked / covered
STH 85869b niski oplewiony
STH 9787 niski oplewiony
Milenium wysoki oplewiony
Bingo wysoki oplewiony
STH 7505 niski nagi
STH 54411 niski nagi
STH 8909 wysoki nagi
STH 98899 wysoki nagi

Tabela 2. Uzyskane kombinacje mieszave
Table 2. Obtained hybrids

g N~ T — o [*))
Forma mateczna| © 2y g o g o P
@ ~ 3 o re) 3 O &
Maternal form 0 o = > ~ o @ X | Suma
Forma ojcowska | = 2 o = T = T | Total
= [ [
Paternal form 5 n = n ) n 0
STH 85869b 4 4 8
STH 9787 9 3 23 35
Milenium 3 3
Bingo 59 59
STH 7505 1 11 16| 28
STH 54411 1 1 7 9
STH 8909 2 3
STH 98899 1 2
Suma
Total 9 66 3 27 4 3 12 23| 147

Wszystkie formy przeznaczone do kiaywan wysiewano na poletkach Gospodar-
stwa Daéwiadczalnego Uniwersytetu Przyrodniczego w LublinieCzestawicach koto
Nafeczowa. W fazie krzewienia z §iin matecznych i ojcowskich pobrano fragmenty
lisci i zamrazono w temperaturze -70°C do czasu izolacji DNA. tikaganie rglin roz-
poczto na pocatku fazy strzelania wdzbto. Po 3—-4 dniach od usgnia pylnikow na
dojrzale znamiona nanoszono pytek z pylnikow zeyrhnz rdlin ojcowskich. Po
dwéch dniach powtarzano zapylanie pytkiem poclogm z tych samych zapylaczy.
Zbioér wiech miat miejsce po aginieciu dojrzaléci woskowej. Na podstawie liczby
wykastrowanych kwiatow oraz liczby zamanych ziarniakéw oksétono efektywndéé
krzyzowania.
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W roku 2011 ponownie zatono eksperyment polowy. Przedmiotemwiadczenia
byly mieszace R uzyskane w wyniku krzzowan w roku poprzednim. W fazie krzewie-
nia pobrano fragmentysti i zamrazono w temperaturze -70°C do czasu izolacji DNA.
W fazie kwitnienia réliny izolowano, aby zapobiec obcozapyleniu. W fadigrzalaci
petnej rdliny F, zebrano.

Tabela 3. Podobisstwo genetyczne wg Dice’a okiene na podstawie polimorfizmu markeréw
ISSR
Table 3. Dice’s genetic similarity based on ISSRkmes polymorphism

2| 5 | ¢ 2 | 3| g | 8

Odmiana/linia 10 ) -% §’ KR 3 3 @
Cultivar / line E E E et E E E E

STH 85869b

STH 9787 0,80

Millenium 0,42| 0,38

Bingo 0,67] 0,63 0,47

STH 7505 0,50 0,51 0,32 0,67

STH 54411 0,38 0,45 0,18 0,50 0,75

STH 8909 0,65 0,61 0,33 0,65 0,47 0,33

STH 98899 0,69 0,59 0,32 0,63 0,51 0,32 0,85

Izolacje DNA z lisci roslin matecznych, ojcowskich i miesmsdw F wykonano me-
todg CTAB [Doyle i Doyle 1984]. Reakcje amplifikacji pduktéw ISSR przeprowadzo-
no zmodyfikowan metody Zietkiewicz i in. [1994]. W skfad mieszaniny regjtej
0 obgtosci 10 uL wchodzity: 1 x bufor do PCR (75 mM Tris-HCI pH83,20 mM
(NH,),SO,, 0,01% Tween 20) (Fermentas, Litwa); 160 pMdego dNTP; 0,5 pM star-
tera; 1,3 mM MgGt 0,4 mM spermidyny, 30 ng genomowego DNA; 0,394d) DNA
Polymerase (Fermentas, Litwa). Zastosowanoepapicy profil termiczny: wsipna
denaturacja przez 4 min w 95, 38 cykli: denaturacja 9€ — 30 s, przyczanie starte-
row: trzy pierwsze cykle 5C — 45 s, trzy kolejne cykle 4@ — 45 s i 32 cykle £& —
45 s, wydtaanie starterow 7Z — 1 min 30 s, z kowy inkubacy 7 min w 72C. Pro-
dukty reakcji rozdzielano 5 h w 2%elu agarozowym z 0,01% EtBr w buforze TBE
(89 mM Tris-boran, 2,5 mM EDTA)Zele fotografowano, wykorzystg system doku-
mentacjizeli PolyDoc.

Na podstawie zidentyfikowanego polimorfizmu prodiwtISSR obliczono podo-
bienstwo genetyczne (Sdimilarity index) pomigdzy parami wszystkich badanych form
wyjsciowych zgodnie z formgt Dice’a [Nei i Li 1979] przy zastosowaniu programu
NTSYS — pc [Rohlf 2001].
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WYNIKI | DYSKUSJA

Fenotyp rdliny F, potwierdza jej mieszeowe pochodzenie tylko wéwczas, gdy
forma ojcowska wnosi gen dominay. W pozostatych przypadkach nie jestzivee
potwierdzenie miesz@owego pochodzenia analizowanych form na podstéavietypu
i jedynym rozwizaniem jest wykorzystanie markeréw molekularnych. bataniach
obejmujcych analizy molekularne gatunkéw z rodz#jvena czesto wykorzystywano
metod ISSR [Paczos-Gerla 2007, Paczos-Ggda i in. 2009]. Jest to metoda wysoce
powtarzalna i w dotychczasowych aplikacjach wiettkie okazywata gi metod, sku-
teczry. Technik ISSR wykorzystano take w analizach innych gatunkow zbotraw,
m.in. do oceny polimorfizmu reilzyodmianowego u pszgyta ozimego [Kramek
i Paczos-Grgda 2010] czy zrénicowania wewgtrzgatunkowegdasypyrum villosum
(L.) P. Candargy [Gdzielewska i in. 2009]. Fernandez i in. [2002], laaugac polimor-
fizm miedzyodmianowyHordeum wvulgare L., uznali system ISSR za szybkie i wiary-
godne nargdzie wyteczne w fingerprintingu DNA, pozwalgje ustak relacje gene-
tyczne médzy odmianami odpowiadgie informacjom o pochodzeniu.

W 2010 r. przeprowadzono szereg kiawan miedzyodmianowych poradzy po-
siadajcymi dominujcy gen kartowatéci Dw6 formami niskimi a liniami i odmianami
wysokimi. Efektywnd¢ krzyzowania byta stosunkowo wysoka i wyniosta 17,8%.zghr
stek i in. [2006], prowadg krzyzowania m¢dzygatunkowe w olgbie rodzajuAvena,
najlepsa efektywnd¢ krzyzowania uzyskali dla kombinaci\. sativa x A. sterilis —
9,81%, z&a dla A. sativa x A. fatua — 6,3%. W efekcie przeprowadzonych krawan
otrzymano w sumie 147 ziarniakow reprezestygh 17 mieszicowych kombinacji,
przy czym najwicej dla Bingo x STH 9787 (59 ziarniakow) (tab. B).przypadku do-
minujagcego genu kartowasoi Dw6 wszystkie kombinacje mieszeowe powinny cha-
rakteryzowa sie kartowym fenotypem [Milach i in. 1997, Tanhuanpda. 2006]. Jed-
nak kartowy fenotyp rdiny F; tylko wéwczasswiadczy o udanym krzpwaniu, gdy gen
dominupcy wnosi forma ojcowska.

W széciu kombinacjach z kartowymi formami ojcowskimi remmcowy charakter
potwierdzat fenotyp rdiny F;. Pozostatych dziegt kombinacji (80 rélin F,), ktérych
forma mateczna byla niska, wymagalo potwierdzeni@snacowego pochodzenia
z wykorzystaniem markeréw molekularnych. W pierwazgtapie analiz przeprowadzo-
no amplifikacg produktow ISSR form rodzicielskich i wyselekcjoremvo startery inicju-
jace amplifikacg fragmentdéw polimorficznych. Sgdd 244 produktéw ISSR uzyska-
nych dla form wyjciowych 150 (61%) byto polimorficznych. Paczos-&ta [2007],
analizupc metod ISSR zrénicowanie polskich odmian owsa zwyczajnego, wykazat
obecnéé 42% polimorficznych amplikonéwSwiadczy to o wgkszym zré@nicowaniu
genetycznym analizowanych w niniejszej pracy farmkolei Paczos-Gkda i in. [2006],
prowadac analiz polimorfizmu markeréw ISSR u 12 mieszédw F pochodacych
z 10 ré&nych kombinacji A. sativa x A. maroccana oraz 2 kombinacjiA. sativa
x A. murphyi, uzyskali nieznacznie vigzy (64%) arieli w niniejszej pracy odsetek
produktéw polimorficznych. Wynikato to z wkszego zrénicowania genetycznego
pomiedzy gatunkamiA. sativa, A. maroccana i A. murphyi, anizeli w obrbie gatunku
A. sativa. Na podstawie polimorfizmu markeréw ISSR dhoeo podobiéstwo gene-
tyczne form rodzicielskich. Wynosito orspednio 0,52, wahag si od 0,18 (Millenium
vs. STH 54411) do 0,85 (STH 98899 vs. STH 8909). (3.
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Spairéd 20 testowanych wginie starterow ISSR do dalszych analiz, obejeygh
zarowno formy wyjciowe, jak i réliny F;, wybrano 8. W celu potwierdzenia miesza
cowasci poréwnywano profile markeréw ISSR uzyskane diexf rodzicielskich i mie-
szaicbw. W ralinach R poszukiwano produktéw specyficznych dla form ojckiefs,
nieulegagcych amplifikacji u form matecznych. Obedadakich fragmentéw potwier-
dzala miesz@&cowe pochodzenie. Przyzyciu poszczegoélnych starteréw piva byta
weryfikacja mieszacowasci od 2 (sr69) do 9 (sr53) kombinacjrednio 5,6 (tab. 4).
Pojedynczy starter uczestniczyt w syntezie od jgdngré9) do 8 (sr53%iednio 4,5)
polimorficznych produktéw wyspujagcych w mieszacach, ale nieobecnych u poszcze-
golnych form matecznych. Oldleny rodzaj produktu ulegat amplifikacji w jednep A0
analizowanych rdin ($rednio 3,8), potwierdza§ ich mieszacowe pochodzenie. Naj-
wiecej produktéw potwierdzagych mieszacowas¢, bo & 11, zidentyfikowano u miesaa
cow STH 9787 x Bingo oraz STH 85869b x Bingo, 8 STH 54411 x STH 8909 oraz
dwdch spérdéd 3 ralin STH 7505 x STH 8909. Zaledwie po 3 produkty mmazice od
form ojcowskich (sr5%° sr45*oraz sr1¥% stwierdzono u miestaéw STH 9787 x STH
85869b i STH 85869b x STH 9787. Nie potwierdzonesz#cowego pochodzenia jednej
z raslin F,, ktéra miata by efektem krzyowania STH 7505 x STH 8909. Wszystkie uzy-
skane profile dla tej &iny odpowiadaty formie matecznej STH 7505.

W przypadku mieszedéw midzyodmianowych identyfikacja polimorficznych frag-
mentoéw DNA potwierdzacych mieszacowai¢ jest zdecydowanie trudniejsza aali
u mieszacow bardziej odlegtych taksonéw [Pejic i in. 1998h wieksze jest podobie
stwo genetyczne pordzy analizowanymi formami, tym trudniej jest zralgorodukty
potwierdzagce mieszacowas¢. Podobiéstwo genetyczne krzgwanych form miato
wplyw na ilas¢ zidentyfikowanych u miesaadw fragmentéw DNA potwierdzagych
mieszacowy charakter analizowanych kombinacji. W miégzech STH 9787 x STH
85869b i STH 85869b x STH 9787 zidentyfikowano daelie po 3 amplikony specy-
ficzne dla form ojcowskich, co wynikalo z zkkgo podobigstwa genetycznego form
matecznych i ojcowskich. Wad wspotczynnika S| poradzy tymi formami rodziciel-
skimi oszacowano na 0,8. Zdecydowanieosj produktéw polimorficznych identyfiko-
wano dla form rodzicielskich miesmadw STH 9787 x Bingo czy STH 54411 x STH
8909, pomdzy ktérymi podobiastwo genetyczne bylo znacznie mniejsze i wynosito
odpowiednio 0,63 oraz 0,33.

W efekcie przeprowadzonych analiz wyselekcjonowatastery, ktére mag zosta
wykorzystane do potwierdzeniadi wykluczenia mieszaowego charakteru pozostatych
60 raslin F1. W celu przeprowadzenia weryfikacji mieszaw naley wykona dwie reak-
cje z jed z kombinacji starteréw, np. sr37 i sr17, sr3Absub sr53 oraz sr36.

Ponadto wrdod uzyskanych dla form wdgiowych 150 polimorficznych produktéw
ISSR, oprécz amplikonéw potwierdzaych mieszacowasé, poszukiwano potencjal-
nych markeréw dla genu kartowdtd Dw6. Marker taki powinien ulegaamplifikacji
w analizowanych liniach niskich, zaréwno oplewionygak i nagich. Zidentyfikowano
tylko jeden taki produkt — SR8?. Fragment o wielkici 970 pz ulegat amplifikacji
w obecndci startera sr37 we wszystkich analizowanych folm&artowych, zaréwno
liniach wyjsciowych, jak i miesz&cach k. Jednocz@ie produkt ten nie powstawat
u zadnej z badanych §tin wysokich. Zidentyfikowany fragment nme stanowé poten-
cjalny marker dla genu kartowdtd Dw6, wymaga on jednak konwersji na marker spe-
cyficzny SCAR.
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GenDwé jako jeden z émiu znanych gendw kartowditi u owsa jest najezciej
wykorzystywany w programach hodowlanych ukierunkoyen na skrécenie stomy
Z uwagi na mniejszy w poréwnaniu z pozostatymi genaegatywny wplyw na plon,
stad poszukiwania efektywnego markera molekularnegavpdzone $ od lat. Milach i
in. [1997] znaléli marker RFLP dla tego genu — Xumn145B zlokalizawav odlegtdci
3,3 cM. Markery RFLP, z uwagi na #upracochfonné& metody, nie maj znaczenia
praktycznego. Z kolei Tanhuanpaa i in. [2006] uajisknarkery SNP w oparciu o pro-
dukty RAPD oraz REMAP zlokalizowane w odlegto odpowiednio 12,6 oraz 5,2 cM
od genu.Zaden z tych markeréw nie zidicuje polskich linii kartowych od form wyso-
kich. Molnar i in. [2012] zlokalizowali gebw6 na 33 grupie spezen mapy Kanota
x Ogle. Gen ten koduje najprawdopodobniej podjetkgosl wakuolarnej protonowej
ATPazy, ktéra odpowiedzialna jest gdzy innymi za utrzymanie odpowiedniego pH
tonoplastu oraz wydhanie komoérek. Wykorzystgg mapowanie poréwnawcze oraz
linie bliskoizogeniczneDw6/dw6 autorzy opracowali dwa markery SCAR: ubc333ks
i ubc165ms, potzone odpowiednio w odlegdoi 7 oraz 1-6 cM. Markery te nie adi-
cowalty linii izogeniczych, ale wg autoréw magzang zosta& wykorzystane w selekcji
wspomaganej markerami (MAS). Markery te wymagagryfikacji na polskich liniach
hodowlanych, niemniej jednak jak najbardziej uzasauk jest opracowanie na polskich
materiatach markeréw blisko sgeonych z generdweé.

WNIOSKI

1. Metoda ISSR jest wysoce efektywna w identyfikagieszaicOw midzyodmia-
nowych owsa. Przy jej udziale potwierdzono lub wydono mieszacowe pochodzenie
wszystkich analizowanych §lin.

2. Zr&nicowanie genetyczne materiatdw przeznaczonychrzigdwan byto bardzo du-
ze. SzczegOlnie cennymbdiem zmienngei dla polskiej hodowli jest odmiana Millenium.

3. W efekcie przeprowadzonych analiz wyselekcjonmwpary starteréw, ktére mo-
ga zost& wykorzystane do weryfikacji mies#Zeowego pochodzenia din F; uzyska-
nych w oparciu o krzyowania form rodzicielskich wykorzystanych w pracy.

4. Analiza polimorfizmu produktéw ISSR umdiwita identyfikacje potencjalnego
markera dla genu kartowatm Dwé — SR377°.
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Summary. Numerous crosses between dwarf lines with the damidwarfing gen®w6 and tall
cultivars and lines resulted in 147 seeds represgedf R hybrid combinations. Dwarf phenotype
of six F, hybrids confirmed their origin. The hybrid statosthe remaining combinations was
confirmed with the ISSR method. The ISSRs identifiggh polymorphism and proved to be
efficient and successful for the identificationazft hybrids. Moreover, out of 150 obtained poly-
morphic ISSR fragments only one (SR¥8Y was amplified in all the analyzed dwarf genotypes
This product was not amplified in tall cultivarsdalines. The selected fragment, after conversion
into SCAR, could be a potential marker for dwarfiregneDw6.
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