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Wstep

Zagadnienic ewolucyjnych zwiazkéw pomigdzy réznymi cytotypami tymotki
lskowej (Phleum pratense sl.) i innych spokrewnionych z nig gatunkéw przewija
sic w badaniach cytogenetycznych od ponad siedemdziesigciu lat. Klasyczne juz
dzi§ prace GREGOR'A i SANSOME'A [1930], MUNTZING'A [1935, 1938], MUNTZING'A i
PRAKKEN'A 1940] oraz NORDENSKIOLD [1937, 1941, 1945, 1949, 1953, 1957, 1960] opie-
raly si¢ na konwencjonalnym barwieniu chromosoméw i analizie przebiegu mejo-
zy u mieszanicéw. Wyniki tych prac nie byly jednoznaczne, poniewaz wskazywaly
albo na auto-, albo na allopoliploidalne pochodzenic heksaploidalnego P praten-
se. Wedhug zwolennikéw pierwszego pogladu rodzicem tymotki takowej miata byé
diploidalna tymotka kolankowa — P2 nodosum L. (2n = 14), wedhug drugicgo za$
P nodosum 1.. 1 diploidalna tymotka alpejska —~ P rhaeticum (= P alpinum L).
Obydwa wymicnione gatunki wraz z P pratense 1. zaliczono do sekcji Phleum.

Nowe spojrzenie na pochodzenie heksaploidalnego taksonu Phleum przy-
niosty dopiero lata dziewigédziesiate, kiedy to w badaniach cytogenetycznych nad
tym rodzajem zastosowano prazkowe barwienie chromosoméw. Publikacje Cara i
BULLEN'A [1991] oraz autoréw [JOACHIMIAK, KULA 1993, 1996, 1997], w ktSrych
zastosowano metode prazkéw C, wskazywaly na allopoliploidalne pochodzenie
tego gatunku. Hipotezg te potwierdzily réwniez badania molekularne CAra i
BULLENA [1994] nad genomowo-specyficznymi sekwencjami DNA u heksaploidal-
nego P pratense oraz jego domniemanych diploidalnych rodzicéw: P nodosum i
P rhaeticum. 7. przytoczonych badan prazkowych i molekularnych wynika, iz w
kariotypie (AAAABB) heksaploidalnej tymotki lakowej znalezé mozna cztery
genomy (A) pochodzace od P. nodosum i dwa (B) pochodzace od P. rhaeticum.

Wydaje sig, zc przytoczone wyniki rozstrzygaja problem powstania formy
heksaploidalnej, nie odpowiadaja jednak na pytanie, jakie byly etapy posrednic
na tej drodze? Najbardziej prawdopodobne wydaje sie, ze powstala ona poprzez
skrzyzowanie jakicj$ hipotetycznej formy tetraploidalnej z diploidalna i podwoje-
nie liczby chromosoméw u tak powstatego (triploidalnego) mieszarica. Pod uwage
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wchodza tu jednak dwie mozliwosci: krzyzowanie pomiedzy autotetraploidalng
forma P nodosum (AAAA) a P rhaeticurn (BB), lub pomigdzy allotetraploidem
(AABB) a P nodosum (AA). Kluczowe znaczenie dla rozstrzygnigeia tego pro-
blemu moze mieé zbadanie, czy naturalnie wystgpujace w przyrodzic tetraploidy
sg auto- czy allopoliploidami? Zagadnienie to nie doczekalo si¢ do tej pory roz-
wigzania, ponicwaz znalezienie naturalnie wystgpujacych tetraploidéw o morfo-
logii zblizonej do P. pratense bylo niezwykle trudne. Dopiero w [1984] roku CENCI
1 in. podali, ze rézne naturalne cytotypy P pratense s.l. (P nodosum, 2n = 2x i P.
pratense, 2n = 4x-8x), W tym 1 cytotypy tetraploidalne (2n = 4x) znaleZ¢é mozna w
curopejskim obszarze Morza Srédziemnego, gdzie wystepuje takze drugi z dom-
niemanych rodzicéw heksaploidalnego P. pratense, P. rhaeticum. Pojawita si¢ wige
mozliwo$¢ zbadania tetraploidalnych form, i to pochodzacych » obszaru, na kté-
rym moglto wlasnie doj$¢ do powstania heksaploidalnej tymotki. Innym interesu-
jacym zagadnieniem, zwigzanym z formami Phleum z tego terenu jest pochodze-
nie form oktoploidalnych, co do ktérych nie mamy, jak do tej pory, Zadnych in-
formacji.

W prezentowanej pracy przedstawiamy ogdlng charakterystykg klasyczng i
prazkowg (C-banding) chromosoméw réznych cytotypow (2n = 2x8x) P, pratense
s.l., pochodzacych z obszaru Morza Srédziemnego i hodowanych przez jednego 7
autoréw (A. Steward) w stacji Pyne Gould Guiness Ltd w Nowej Zelandii. Bada-
nia te stanowi¢ moga wstep do naswietlenia wymienionych wyzej zagadnien ewo-
lucyjnych dotyczacych przedstawmu,h sekcji Phleum w rodzaju Phleum. Ich roz-
w1qzanle moze okazaé sig pomocne w pracach hodowlanych prowadzonych nad
réznymi cytotypami tymotki w réznych osrodkach na Swiecie.

Materiat i metody

Badania kariotypu przeprowadzono na czterech cytotypach tymotki Iakowe)
Phleum pratense: diploid (2n = 14: linia nr 43968) pochodzit z Portugalii, trzy
tetraploidy (2n = 28: F488, 58702 i H677) wywodzily si¢ kolejno z Hiszpanii,
Francji i Wihoch, heksaploid (2n = 42: PG438) oraz oktoploid (2n = 56: 20633)
pochodzily z Wioch. Formy te poddane zostaly programowi hodowlanemu w sta-
¢ji hodowlanej Pyne Gould Guinness Ltd na Nowej Zelandii, majacemu na cclu
wyprowadzenie nowych odmian komercyjnych. Kwestia mozliwoéci ich morfolo-
gicznego rozrézniania stanowi przedmiot osobnej pracy publikowanej w tym zc-
szycie [JOACHIMIAK i in. 2002].

Konwencjonalne barwienia chromosomoéw przeprowadzono 7z uzyciem orce-
iny octowej. Prazkowe barwienia chromosoméw metods prazkéw C wykonano
wedhug metodyki JOUVE i in. [1980], z kilkoma modyfikacjami. Archiwizacje plytek
metafazowych przeprowadzono wykorzystujac system analizy obrazu Lucia G po-
taczony poprzez kamer¢ CCD (Panasonic) z mikroskopem liclipsc 1:800 (Nikon).
Pomiary chromosoméw 1 iloéci heterochromatyny wykonano w programie Cy-
toPlanc wersja 1.2.

Okreslenia somatycznej liczby chromosoméw u kazdej 7 badanych linii do-
konano w oparciu o analiz¢ 10 plytek metafazowych, pochodzacych z réznych
ro§lin. Taka sama liczba plytek metafazowych barwionych réznicowo metody
prazkéw C pozwolita na przedstawienie rozktadu i ilosci heterochromatyny w bu-
dowie ich kariotypu.
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Wyniki i dyskusja

Przeprowadzone badania kariologiczne potwierdzily sugerowane dla posz-
czegblnych linii w ,Materiatach 1 metodach” stopnie ploidalnosci (rys. 1). Wszyst-
kie badane roéliny w obrebie linii byly euploidami o stalej somatycznej liczbie
chromosoméw (2n = 2x, 2n = 4x, 2n = 6x lub 2n = 8x), chociaz w komérkach
korzeni tetraploidéw i oktoploidéw obserwowano sporadycznie takze nizsze (naj-
czgsciej diploidalne) liczby chromosoméw.

Rys. 1. Barwione orceing chromosomy metafazowe szesciu linii tymotki tgkowej -
Phleum pratense s.l.: a) diploid 43968 — 2n = 14, b) tetraploid F488 —~ 2n = 28,
c) tetraploid 58702, d) tetraploid H677, e) heksaploid PG438 — 2n = 42, d)
oktoploid 20633 - 2n = 56 :
Podziatka: 5 pm
Fg. 1. Orcein-stained metaphase chromosomes of six lines of timothy ~ Phleum pra-
tense s.l.: a) diploid 43968 - 2n = 14, b) tetraploid F488 - 2n = 28, ¢) tetra-
loid 58702, d) tetraploid H677, e) hexaploid PG438 — 2n = 42, d) octoploid
0633 - 2n = 36
Scale: 5 um

Prazkowe badania kariotypu wykazaly telomeryczny typ dystrybucji hetero-
chromatyny u wszystkich wymienionych cytotypéw, z nieznacznym udzialem hete-
rochromatyny centromerowej i interkalarnej (rys. 2). Procentowy udzial poszcze-
g6lnych rodzajéw heterochromatyny w budowie kariotypu jest zblizony (rys. 3).
Wskazuje to na bliskie pokrewieristwo wszystkich badanych poliploidéw i na zna-
czacy udzial genoméw (A) typu nodosum (dla ktérych taka dystrybucja hetero-
chromatyny jest charakterystyczna) w ich kariotypie. Obserwacja budowy plew
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(rys. 4) réwniez potwierdza bliskie pokrewienstwo badanych form. Przedstawione
wstepne wyniki prazkowej analizy kariotypu nie umoziiwiaja rozstrzygnigcia, jaki
jest udziat poszczegdlnych genoméw (A i B) w budowie kariotypu tetra- 1 okto-
ploidéw. Uzyskane dane wskazuja jednak, Ze badana linia oktoploidalna (20633)
jest najbardziej ze wszystkich zblizona do linii heksaploidalnej (PG438).
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Rys. 2. Barwione metodg prazkéw C chromosomy metafazowe sze$ciu linit tymotki
takowej — Phleum pratense s.l.: a) diploid 43968 — 2n = 14, b) tetraploid 1488
- 2n = 28, ¢) tetraploid 58702, d) tetraploid H677, e) heksaploid PG438 -
2n = 42, d) oktoploid 20633 - 2n = 56
Podziatka: 5 pm
Fig. 2. C-banded mectaphase chromosomes of six lines of timothy — Phleum pratense

sl a) diploid 43968 — 2n = 14, b) tetraploid F488 — 2n = 28, ¢) tetraploid
58702, d) tetraploid 1677, ¢) hexaploid PG438 - 2n = 42, d) octoploid 20633
-2n = 56

Scale: 5 pm
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Rys. 3. Zawarlo$¢ poszczegblnych rodzajéw heterochromatyny w Kariotypie szesciu
linii tymotki lakowe] — Phleum pratense s.l. Obok shipkéw podano procentowy
udzial kazdego z rodzajéw heterochromatyny w budowie kariotypu
I1g. 3. The contents of particular kinds of heterochromatin in the karyotype of six
limothy — Phleum pratense s.l. lines. Next to the barbs there is proportional
participation of each kind of heterochromatin in the karyotype construction
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Rys. 4. Morfologia plew u pigciu linii tymotki takowej — Phlewmn pratense s..: a) di-
ploid 43968, b) tetraploid F488, c) tetraploid 58702, d) tetraploid H677, ¢)
hcksaploid PG438
Podziatka: 6 mm
Lig. 4. Morphology of glumes in five lines of timothy — Phleum pratense s.1.: a) dip-

loid 43968, b) tetraploid F488 c) tetraploid 58702, d) tetraploid H677, c¢) hexa-
ploid PG438

Scale: 6 mm
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Wstepne pomiary zawartos$ci jadrowego DNA oraz badania molekularne z
zastosowaniem techniki ISSR (ang. inter simple sequence rcpeat; Joachimiak i
in., dane niepublikowane) [IDZIK 2002] wskazuja, ze badane przcz nas linic te-
traploidalne sa autopoliploidalne (struktura genomowa: AAAA). Weryfikacja
uzyskanych wynikéw mozliwa bedzie jednak dopiero po wykonaniu szczegdtowej
analizy kariotypu i doktadnych badad molekularnych.

Whioski

Prezentowane badania wskazuja na bardzo bliskie pokrewiciistwo wszyst-
kich czterech (2Zn = 2x, 4x, 6x, 8x) badanych cytotypéw P pratense s.l. oraz na
duzy udzial diploidalnego P nodosum w ich powstaniu. Ze wstepnych obscrwacji
wynika, ze badane tetraploidy mogg mieé pochodzenie autotetraploidalne. Suge-
ruje to, Ze najpospolitsza 1 najszerzej uprawiana, hcksaploidalna (AAAABB)
forma tymotki fakowej powstata ze skrzyzowania pochodzacego od P nodosum
autotetraploida (AAAA) z diploidalnym P rhaeticum (BB) 1 podwojenia jego
chromosoméw. Udziat genoméw A (nodosum) 1 B (rhaeticum) w budowic kario-
typu oktoploidéw nie zostat ustalony.
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Stowa Kluczowe:  Phleum pratense, poliploidalnos¢, cytotypy, heterochromatyna

Streszczenie

W prezentowanej pracy zbadano udzial réznych rodzajéw heterochromaty-
ny w kariotypic czterech cytotypdw Phleum pratense s.. tworzacych szereg poli-
ploidalny od di- do oktoploidalnego. Badane cytotypy pochodzg z obszaru Morza
Srédziemnego i od kilku lat hodowane sa przez jednego z autoréw (A. Stewart)
w stacji hodowlanej Pyne Gould Guinness Ltd w Nowej Zelandii.

U wszystkich badanych cytotypéw stwierdzono ten sam telomeryczny typ
dystrybugji heterochromatyny z niewielkim udziatem heterochromatyny centrome-
rowcj 1 interkalarnej. Prezentowane wyniki oraz dane niepublikowane (badania
cytofotometryczne, badania DNA mctoda 1ISSR) wskazuja na bliskie pokrewienst-
wo wszystkich analizowanych form oraz na to, iz formy tetraploidalne sy autopo-
liploidalne.
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Summary

Contribution of different kinds of heterochromatin was cxamined in the
karyotype of four cytotypes of Phleum pratense s.l. (from di- to octoploid). The
investigated cytotypes originated from the Mediterranean area and they have
been bred for several years by one of the authors (A. Stewart) at the Breeding
Station Pyne Gould Guinness in New Zealand.

The same telomeric type of heterochromatin distribution was found in all
the investigated cytotypes. Additionally, small amount of centromeric and inter-
calary heterochromatin was detected. The presented results and unpublished
data (cytophotometric DNA measurements and ISSR studies) indicate close affi-
nity among all the examined forms and show that tetraploidal forms arc autopo-
lyploids.
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