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ABSTRACT: The paper presents cytogenetic analysis of three Asian populations of P. montanum
C. Koch. One of them (from the south of Russia) turned out to be diploid (2n = 14), whereas in the
two other populations (from Afghanistan and Turkey) hexaploid chromosome number (2n = 42)
was established. All the studied cytotypes were characterised by the occurrence of the same telo-
meric type of heterochromatin distribution as well as minimal representation of the other fractions
of heterochromatin in the karyotype structure. The size of the genome in the studied cytotypes was
also similar. As far as C-banded karyotype structure and genome size are concerned, the studied
cytotypes bear close similarity to another representative of the Chilochloa section — P. hirsutum
Honck.
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WSTEP

Phleum montanum C. Koch jest przedstawicielem sekcji Chilochloa (HUMPHRIES 1980).
Wystepuje na gorskich stanowiskach w centralnej i wschodniej czgsci obszaru §rodziem-
nomorskiego, na Batkanach, w Potudniowych Karpatach (Transylwania) oraz w zachodnie;j
czgSci Azji (Bliski Wschdéd, Afganistan, potudniowa Rosja) (RECHINGER 1963; HUMPHRIES
1980; CrayToN i in. 2002). Morfologicznie wykazuje cechy posrednie pomiedzy dwoma
typowymi przedstawicielami tej sekcji, tj. P. phleoides L. i P. hirsutum Honck. (HUMPH-
RIES 1980). Jest to jednak gatunek bardzo zmienny zaréwno pod wzgledem cech morfolo-
gicznych, jak i cytogenetycznych. Okazy tego taksonu z Pétwyspu Apenifiskiego i Sycylii
opisywano jako P. abiguum Ten., natomiast okazy z terenu Grecji opisywano jako P. ser-
rulatum Boiss (PIGNATTI 1982).

Dane cytogenetyczne ograniczajg si¢ do nielicznych doniesiefi na temat liczb chromo-
soméw. U Phleum montanum opisano bowiem wystepowanie di-, tetra- i heksaploidéw:
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2n = 14, 2n = 28 i 2n = 42, przy czym typowy ma by¢ cytotyp heksaploidalny (NATH
& Nielsen 1963; KoZuHAROV & PETROVA 1991; KuLA 2005c). Ze wzgledu na duza zmien-
no$¢ i niejednoznaczne nazewnictwo nie wiadomo czy w przypadku P. montanum, P. abi-
guum i P. serrulatum mamy do czynienia z tym samym gatunkiem, w obrgbie ktérego wy-
stepuje kilka rézniacych si¢ stopniem ploidalnoSci cytotypdéw, podobnie jak w przypadku
P. pratense (2n = 28, 42, 56), czy tez sa to odrebne taksony. Analiza struktury kariotypu
i wielkoSci genomu moze okazac si¢ pomocna w udzieleniu odpowiedzi na tak postawione
pytanie. Do tej pory poznano jedynie struktur¢ kariotypu po konwencjonalnym barwieniu
chromosoméw oraz wielko$¢ genomu u diploidalnej formy P. montanum (P. serrulatum?)
z Grecji (KuLa 2005¢; SLIWIKSKA 1 in. 2003; KULA i in. 2004).

MATERIAL I METODY

Materialem do badani byly egzemplarze Phleum montanum wyhodowane z nasion przestanych przez
Bank Nasion z USA. Analizowane roS$liny pochodzily z naturalnych stanowisk z trzech krajéw: Rosji,
Afganistanu i Turcji (Tab. 1). Ro§liny rosty w pokoju wegetacyjnym, przy dtugim dniu (16 godzin dzien,
8 godzin noc) w temperaturze 16-20°C. Ostateczng wysoko$¢ pedéw, Srednio zaledwie okoto 10 cm, ro-
Sliny osiagnety po trzech miesiacach. Egzemplarze z poszczegdlnych stanowisk byly pod tym wzgledem
wyréwnane, pomimo stwierdzonych potem réznic w stopniu ploidalnosSci. W przeciagu kilku miesigcy
trwania badani nie otrzymano kwitnacych okazéw, nie mozna wigc bylo ich powtdrnie oznaczyé. Jednak
charakterystyczny niski wzrost analizowanych okazéw (P. montanum jest prawdopodobnie pod wzglgdem
wysokosci pgddw jednym z najmniejszych wieloletnich gatunkéw tymotek) oraz ich poréwnanie z okazami
zielnikowymi P. montanum z Grecji, ktérymi dysponowali autorzy powodowaly, ze oznaczenie gatunkowe
Banku Nasion nie budzito watpliwosci.

Tabela 1 (Table 1). Pochodzenie materiatu badawczego (Origin of the research material)

Numer katalogowy
Lp. Takson Miejsce pochodzenia Banku Nasion'
(No (Taxon) Place of origin (The Gene Bank!
catalogue number)

1. | Phleum montanum C. Koch | Rosja (Russia), Karaczajewsko-Czerkieska R. PI 632531
A. (Karachay-Cherkess Republic), 8 km na
zachéd od Teberdy (8 km. west of Teberda),
1800 m.n.p.m. (at 1800 m above sea level)

2. Phleum montanum C. Koch | Afganistan (Afghanistan), stanowisko naturalne, PI 223283
brak danych o doktadnej lokalizacji (lack of data
about exact location )

3. | Phleum montanum C. Koch | Turcja (Turkey), stanowisko naturalne, brak da- PI 204475
nych o doktadnej lokalizacji (lack of data about
exact location )

I'USDA, ARS, WRPIS, Washington State University, Regional Plant Introduction Station, Pullman, Washington

Analizy cytologiczne przeprowadzono na 30 wyro$nigtych egzemplarzach kazdej z form. Chromosomy
barwiono konwencjonalnie orceing octowa oraz réznicowo, metoda prazkéw C (JOUVE i in. 1980). Ana-
liz¢ kariotypu u danej formy przedstawiano na podstawie pomiaréw 20 plytek metafazowych barwionych
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konwencjonalnie. Wsp6tczynnik asymetrycznosci kariotypu: ,,A” obliczano wedlug wzoréw, jakie podaja
WATANABE i in. (1999). Szczegéty budowy kariotypu prazkowego ustalono na podstawie 10 ptytek meta-
fazowych barwionych metoda prazkéw C.

Pomiaréw cytometrycznych ilosci jadrowego DNA dokonano w jadrach mtodych lisci z uzyciem cy-
tometru przeptywowego Partec CCA 1 linii Zea mays CEE-777 (5,43 pg/2C, LysAK and DOLEZEL 1998)
jako standardu, za$ proby przygotowano wedlug opisanej wcze$niej metodyki (JOACHIMIAK i in. 2001).
Dla okre§lania iloSci 2C DNA dla okazéw z danego stanowiska przyjeto Srednig z pomiaréw 10 roSlin.
Pomiary cytometryczne zostaty wykonane w Zaktadzie Biologii Molekularnej i Cytometrii, Uniwersytetu
Technologiczno-Przyrodniczego w Bydgoszczy.

WYNIKI I DYSKUSJA

Somatyczne liczby chromosoméw i struktura kariotypu

Badany material okazat si¢ zréznicowany pod wzgledem somatycznej liczby chromo-
soméw. U okazéw pochodzacych z Rosji stwierdzono diploidalng liczbg¢ chromosoméw
2n = 14, natomiast u okazéw z Afganistanu i Turcji zaobserwowano heksaploidalng liczbe
chromosoméw 2n = 42 (Ryc. la, b, c¢). U wszystkich cytotypéw stwierdzano takze wyste-
powanie pojedynczych B-chromosoméw. W przypadku analizy kariotypu, po barwieniu
chromosoméw orceing octowa, ograniczono si¢ do przedstawienia kilku najwazniejszych
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Ryc. 1. Ptytki metafazowe Phleum montanum C. Koch barwione konwencjonalnie orceing octowa i metoda prazkéw
C. a, d. z Rosji, b, e. z Afganistanu, ¢, f. z Turcji (skala 5 pm)

Fig. 1. Metaphase plates of Phleum montanum C. Koch stained with acetic orceine and C-banded. a, d. from Russia, b,
e. from Afghanistan, ¢, f. from Turkey (scale 5 pm)
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parametréow (Tab. 2). Okazalo si¢, ze badane cytotypy wykazuja duze podobienistwo pod
wzgledem wspdtczynnika asymetrii kariotypu, natomiast w dwdch populacjach heksaplo-
idalnych wystepuje zblizona §rednia dtugo$¢ chromosomu.

Struktura kariotypu prazkowego

U wszystkich cytotypéw stwierdzono wystgpowanie identycznego, telomerycznego typu
dystrybucji heterochromatyny (Ryc. 1d, e, f; 2; 3). Podobieistwo w stylu prazkowym
uwidacznia si¢ jeszcze wyrazniej przy doktadniejszej analizie udziatu poszczegdlnych
frakcji heterochromatyny w budowie kariotypu. U cytotypu diploidalnego z Rosji (Ryc. 2)
procentowy udziat heterochromatyny w kariotypie wynosi okoto 8% natomiast u cytotypu
heksaploidalnego z Afganistanu i Turcji udzial ten jest podobny i wynosi odpowiednio
okoto 7 oraz 9%.
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Ryc. 2. Phleum montanum C. Koch — kariotyp prazkowy diploidalnych okazéw z Rosji. * zaznaczono chromosomy
SAT; uwzgledniono tylko prazki state (o frekwencji co najmniej 50%)

Fig. 2. Phleum montanum C. Koch — C-banded karyotype of the diploid specimens from Russia. * marks SAT chromo-
somes; only permanent bands (with frequency at least 50%) are considered

U analizowanych cytotypéw gléwna frakcja heterochromatyny jest heterochromatyna
telomerowa. Heterochromatyna centromerowa wystepuje w niewielkiej iloSci — ponizej
0,6% natomiast obecno$¢ heterochromatyny interkalarnej jest tak nikta, ze zostala pomi-
nigta w zestawieniach (Ryc. 4). Analiza poszczegdélnych heksaploidéw wykazata stabe
zréznicowanie kariotypu. Zanotowano w nim obok par chromosoméw obecnos$¢ wigkszych
grup liczacych zwykle 4 lub 6 chromosoméw (Ryc. 3). Taka frekwencja chromosoméw
w grupach sugeruje, ze z jednakowym prawdopodobiefistwem mozemy wnioskowac o allo-
lub autopoliploidalnym pochodzeniu obydwu form heksaploidalnych.
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Ryec. 3. Phleum montanum C. Koch — kariotyp prazkowy jednego z analizowanych heksaploidalnych okazéw z Afgani-
stanu. Kariotyp podzielono na 12 grup, o mozliwie zblizonej morfologii chromosoméw i podobnym wzorze prazkowym.
* zaznaczono chromosomy SAT; literag B zaznaczono pojedynczy B-chromosom

Fig. 3. Phleum montanum C. Koch — C-banded karyotype of one of the analysed hexaploid specimens from Afghanistan.
The karyotype is divided into 12 groups, with relatively similar morphology of chromosomes and band pattern. * marks
SAT chromosomes; letter B marks a single B-chromosome
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Ryc. 4. Zawartos¢ poszczegélnych rodzajow heterochromatyny w kariotypach trzech populacji Phleum montanum
C. Koch. Uwzgledniono heterochromatynowe prazki state i polimorficzne

Fig. 4. Content of particular kinds of heterochromatin in karyotypes of three populations of Phleum montanum C. Koch.
Polymorphic and permanent heterochromatin bands are considered
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Telomerowy typ dystrybucji heterochromatyny stwierdzony u badanych cytotypéw
P. montanum wystepuje réwniez u typowych przedstawicieli sekcji Chilochloa, tj. u Phleum
phleoides i P. hirsutum. Najwigksze podobienistwa w udziale poszczegdlnych frakcji hete-
rochromatyny w budowie kariotypu tacza opisywane cytotypy P. montanum z. P. hirsutum
(KuLa 2005a,b).

Analiza ilodci jadrowego DNA

U diploidalnego cytotypu Phleum montanum z Rosji stwierdzono okoto 3,9 pg DNA, na-
tomiast u dwdéch form heksaploidalnych z Afganistanu i Turcji zanotowano zblizong ilo$¢
okoto 11 pg DNA (Tab. 3). Wyliczone szacunkowe wielko$ci genomu wynosza u tych form

Tabela 3 (Table 3). Analiza statystyczna ilosci jadrowego DNA trzech populacji (Statistical analysis of the nuclear
DNA amount in three populations of ) Phleum montanum C. Koch

Tlogé jadrowego DNA Wynik testu RIR Turkeya dlalCx

Lp. Populacja A t of nuclear DNA (RIR Turkey’s test result for 1Cx)
(No (Population) (Amount of nuclear ) (P<0,05)
2C £ SD (pg) 1Cx = SD (pg) 1 2 3
1. Phleum montanum [2x] 3,923 £ 0,098 1,961 + 0,049 * *

Rosja (Russia)

2. Phleum montanum [6X] 11,024 £ 0,339 1,837 £ 0,056 * —
Afganistan (Afghanistan)

3. Phleum montanum [6x] 11,292 + 0,107 1,882 £ 0,018 * —
Turcja (Turkey)

1Cx ilos¢ DNA przypadajaca na monoploidalny genom z zespotem chromosoméw x (DNA content of one non-replicated
monoploid genome with chromosome number x)

*  rdznica statystycznie istotna (statistically significant difference)

— rdznica statystycznie nieistotna (statistically insignificant difference)

w przyblizeniu 1,9 pg dla cytotypu diploidalnego i 1,8 pg dla cytotypu heksaploidalnego.
Pomiedzy analizowanymi formami heksaploidalnymi nie stwierdzono réznic statystycznie
istotnych w wielko§ci genomu (Tab. 3). Wielko§¢ genomu u badanych form P. montanum
sg zblizone do opisanych wczesniej u dwoch typowych dla sekcji Chilochloa gatunkéw:
P. phleoides i P. hirsutum (SLIWINSKA i in. 2003). Jednoczesnie genom badanych form
P. montanum z Azji jest wyraZnie wigkszy od opisanego wczesniej u diploidalnego P. mon-
tanum (P. serrulatum?) z terenu Grecji, ktérego wielkos$¢ oszacowano na 1,4 pg (KULA i in.
2004; KuLa 2005b).

Zmierzona u trzech azjatyckich akcesji Phleum montanum ilo$¢ jadrowego DNA wska-
zuje na ich pokrewieristwo, widoczne takze na poziomie struktury kariotypu prazkowego.
Roéwniez nieco mniejsza wielko$¢ genomu cytotypu heksaploidalnego w poréwnaniu z di-
ploidalnym nie jest zaskakujaca. Stopniowe zmniejszenie wielkoSci genomu na kolejnych
stopniach ploidalnoSci stwierdzono u wielu gatunkéw roslin, w tym u réznych cytotypéw
P. pratense (OHRI 1998; BENNETZEN 2002; JOACHIMIAK 2005).
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WNIOSKI

U badanych azjatyckich populacji Phleum montanum stwierdzono obecno$¢ diploidalne;j
i heksaploidalnej liczby chromosomoéw. Zaobserwowanym liczbom chromosoméw odpo-
wiada poziom jadrowego DNA zmierzony w tych populacjach.

Struktura kariotypu prazkowego diploidalnego cytotypu z Rosji oraz cytotypu heksa-
ploidalnego z Afganistanu i Turcji wykazuje znaczne podobiefistwo. Zblizona jest takze
wielko$¢ genomu stwierdzona u tych cytotypéw w granicach od 1,8 do 1,9 pg DNA. Jed-
noczesnie wielko$¢ genomu omawianych cytotypdéw azjatyckich jest o koto 0,5 pg wigksza
niz u opisanego wczesniej diploidalnego cytotypu pochodzacego z Grecji. Przypuszczalnie
przebadane di- i heksaploidalne azjatyckie cytotypy sa ze soba spokrewnione i przynajmnie;j
pod wzgledem wielkoSci genomu réznig si¢ od diploidalnego cytotypu greckiego.

Dopiero szerzej zakrojone badania cytotaksonomiczne moga da¢ odpowiedZ na pytanie
czy podzial tego taksonu na trzy gatunki: Phleum montanum, P. serrulatum i P. ambiguum
ma swoje uzasadnienie.

Podziekowania. Pragniemy podzigkowaé¢ Bankowi Nasion (USDA, ARS, WRPIS) z USA za przysta-
nie ziarniakéw Phleum montanum do badan.
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SUMMARY

Phleum montanum is a representative of the Chilochloa section, which grows in montane localities in the
Mediterranean region, in the Balkans and western Asia. Morphologically, it shows features intermediate
between two species typical of this section: P. phleoides and P. hirsutum. So far, cytogenetic data on this
taxon have been restricted to scarce information on the chromosome number in it.

In the present research the occurrence of diploid (southern Russia) and hexaploid (Afghanistan and
Turkey) chromosome numbers in Phleum montanum was confirmed. For the specimens from these popu-
lations, conventional and C-banded karyotype structure was presented. The C-banded karyotype structure
in diploid and hexaploid specimens turned out to be similar — it is characterized by telomeric type of
heterochromatin distribution. In the karyotype of P. montanum telomeric heterochromatin definitely domi-
nates other heterochromatin fractions. Apart from telomeric heterochromatin only insignificant amount of
centromeric heterochromatin was found (below 1%). Moreover, for the mentioned populations the amount
of nuclear DNA was measured. In the diploid specimens it was approximately 3.6 pg and in the hexaploid
ones — about 11 pg 2C DNA. The calculated genome sizes in all the three forms were similar: 1.9 pg in
the diploid form and 1.8 pg in both hexaploid forms.

Przyjeto do druku: 29.01.2007 r.
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