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Podobienstwo genetyczne roznych populacji
lucerny siewnej (Medicago sativa L. sl.) a ich
potencjat plonowania

Genetic similarity of various populations of alfalfa (Medicago sativa L. sl.) and their
seed yield potential

Dla 16 zréznicowanych genotypowo populacji lucerny siewnej przeprowadzono obserwacje
wybranych cech sktadajacych si¢ na plon nasion, takich jak liczba strakéw w owocostanie, liczba
nasion w straku, plon nasion z owocostanu oraz ptodnos¢. Dla tych samych 16 populacji wykonano w
dwoch powtorzeniach analiz¢ podobienstwa genetycznego z wykorzystaniem markeréw RAPD. Do
analiz uzyto DNA izolowanego dwiema metodami (pierwsza — metoda Thomsona-Henry’ego oraz
druga — metoda kolumienkowa) w celu zaobserwowania réznic w wynikach obu analiz. Dendrogramy
podobienstwa otrzymane w wyniku obu analiz wyraznie si¢ roznity. W pierwszej serii markerow RAPD
na dendrogramie podobienstwa wyrdzniono 4 grupy, a w drugiej 5 grup podobienstwa genetycznego.
Nastepnie wykonano analiz¢ wariancji w celu sprawdzenia, czy zmienno$¢ obserwowanych cech jest
wigksza pomiedzy, czy w obrebie grup podobienstwa.

Stowa kluczowe: lucerna, plon nasion, RAPD-PCR

Several traits affecting seed yield were observed in 16 genetically differentiated populations of
alfalfa. The analyzed traits included number of pods per infrutescence, number of seeds per pod, seed
yield per infrutescence and fertility. An analysis of genetic similarity was carried out for the populations
using RAPD markers, in two series. For the first series the DNA was isolated using the Thomson-
Henry’s method and for the other series — with the column method. The dendrograms of genetic
similarity varied for both methods and included four and five groups of similarity, respectively.
Variability of the observed traits was compared between and within the similarity groups using analysis
of variance.
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WSTEP

Lucerna siewna jest rosling, z ktorej mozna otrzymac¢ duzy plon zielonej masy o bardzo
wysokiej zawartosci biatka i duzej zawartosci witamin. Brak nasion produkcji krajowej
uniemozliwia szersze rozpowszechnienie upraw lucerny. Szacuje sig¢, ze zaledwie 5%
zapotrzebowania na nasiona pokrywa produkcja krajowa, pozostate 95% pochodzi z
importu. Przyczyng matego zainteresowania krajowym materialem jest zle wigzanie
strakow 1 nasion moggce wynikac z lokalnych warunkow pogodowych: stosunkowo niskiej
temperatury, stabego nastonecznienia, a takze niekorzystnego rozktadu opadéw w okresie
kwitnienia. Stabe wigzanie strakéw i nasion moze by¢ takze spowodowane wlasciwos$ciami
danego genotypu lucerny (Julier i in., 1995). Hodowle nasienng tego gatunku utrudnia
poligeniczny charakter cech ilo§ciowych, majacych wptyw na plonowanie lucerny oraz ich
silna zalezno$¢ od czynnikow $srodowiskowych (Volenec i in., 2002).

W niniejszej pracy do oceny podobienstwa genetycznego badanych populacji lucerny
siewnej wykorzystano markery RAPD. Celem pracy byla ocena zaleznos$ci pomi¢dzy
cechami fenotypowymi a podobienstwem genetycznym badanych populacji lucerny
siewnej, tzn. czy w wyroznionych na podstawie dendrogramu grupach podobienstwa
genetycznego znajduja si¢ obiekty o podobnych warto$ciach danej cechy, przy
rownoczesnych istotnych statystycznie rdéznicach pomiedzy grupami. Pordéwnanie
podobienstwa obserwowanego na poziomie genotypu oraz fenotypu pozwala na oceng
modyfikujacego wptywu srodowiska na ekspresje informacji genetycznej zawartej w DNA
rosliny.

MATERIAL I METODY

Materiatem roslinnym byto 16 populacji lucerny siewnej (Medicago sativa L. sl.),
pochodzacych z kolekcji Katedry Genetyki i Hodowli Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu. Obiektami badan byly: 2 ekotypy (27, 212); 4 odmiany (Radius, Du Puits,
Sitel, Vernal); 2 populacje syntetyczne (Syn 9-3, Syn 7-3); 2 linie wsobne S5 (Bio, F); 2
mieszance pojedyncze (BioxF, FxBj); 3 mutanty (‘/p’— dlugogroniasty, ‘br’—
wiechowaty, ‘#f’— samokonczacy); odmiana Ulstar (dlugogroniasta, wyhodowana z
mutanta ‘/p’). Proby do badan molekularnych oraz do analizy struktury plonu nasion
pobierano z ro$lin rosngcych w ogrodzie doswiadczalnym Katedry Genetyki i Hodowli
Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Do$wiadczenie zatozone zostalo w
czerwcu 2005 roku, w uktadzie blokow losowych o wymiarach 13x3m w 3 powtdrzeniach.

Markery molekularne RAPD-PCR otrzymywano zgodnie z procedurg opisang ponizej:
fragmenty liSci przeznaczonych do izolacji DNA pobierano z 10 losowo wybranych roslin
z kazdego badanego obiektu. Catkowity DNA izolowano dla kazdej z roslin osobno, a
nastgpnie sporzadzano probe zbiorcza reprezentujaca dang populacje.

Izolacj¢ DNA przeprowadzano dwiema metodami. Pierwsza byta metoda Thomsona-
Henry’ego (Thomson i Henry, 1995). Fragmenty liSci o powierzchni 50 mm? inkubowano
w 200 ul buforu TPS o sktadzie: 100 mM Tris HCI o pH 9,5; 1 M KCI; 10 mM EDTA.
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Inkubacj¢ przeprowadzono w probowkach Eppendorfa, w tazni wodnej w temperaturze
95°C przez 15 minut. Po inkubacji zbierano supernatant zawierajacy DNA.

Druga metoda izolacji byla metoda kolumienkowa z wykorzystaniem zestawu
odczynnikow Qiagen DNeasy Plant Kit. Fragmenty lisci o powierzchni 50 mm?
umieszczano w probowkach z cieklym azotem i rozcierano tkanke roslinng na proszek.
Izolacjc DNA prowadzono zgodnie z zaleceniami producenta zestawu. Reakcje
fancuchowg polimerazy (PCR) przeprowadzono w objetosci 12,51l mieszaniny o sktadzie:
woda dejonizowana, 1M Tris HCI, MgCl, (25 mM), BSA (20 mg/ml), ANTP (2 mM),
starter, Taq polimeraza (5u/ul), DNA. Amplifikacj¢ przeprowadzono za pomocg
termocyklera T3 firmy BIOMETRA. Na przebieg reakcji PCR sktadato si¢ 45 cykli;
denaturacja DNA zachodzita w 94°C, przylaczanie starterow w 37°C, natomiast synteza
nowych nici w 72°C. Elektroforeze produktow amplifikacji prowadzono w 1,5% zelu
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny. Zdjecia produktow amplifikacji wykonywane
byly w $wietle UV. Analiz¢ z kazdym ze starterow powtarzano dwa razy, wybierajac do
dalszego opracowania jednie powtarzajace si¢ prazki.

Podobienstwo genetyczne (GS) badanych obiektow oszacowano stosujac miare Nei i Li
(1979), wyliczajac wspdtczynniki wedtug wzoru: GSap = 2Nap/(NatNp), gdzie Nap
oznacza liczbg alleli obecnych zardwno u obiektu 4, jak i u obiektu B, N4 — liczbg alleli
obecnych u obiektu 4, Ng — liczbe alleli obecnych u obiektu B. Wspotczynniki te
postuzyly do hierarchicznego grupowania obiektow metoda $rednich potaczen. Wyniki
przeprowadzonego grupowania przedstawiono w formie dendrogramu.

Dla obu analiz podobienstwa (wykonanych na DNA wyizolowanych roznymi
metodami) wykorzystano liczbe produktow amplifikacji wygenerowanych w reakcjach z
poszczegdlnymi starterami. Cechy struktury plonu nasion okreslano w nastepujgcy sposob:
dla kazdego obiektu w kazdym bloku pobierano losowo po 10 dojrzalych owocostanow,
na podstawie ktorych wyznaczono liczbg strakow oraz liczbe nasion. Na tej podstawie
obliczano liczb¢ nasion w strgku. Nastepnie nasiona wazono w celu obliczenia masy
(plonu) nasion z owocostanu. Ptodnos¢ obliczano dzielgc liczbe nasion w strgku przez
liczbe zalgzkow w zalazni i1 podajac wynik w procentach. Obserwacje te powtarzano w 2
kolejnych latach. Dla otrzymanych wynikéw obliczono $rednie, a nast¢gpnie wykonano
analiz¢ wariancji (z grupami wyznaczonymi na podstawie dendrytow jako czynnikiem) w
celu ustalenia, czy zmienno$¢ poszczegodlnych cech jest wigksza w obrebie wyrdznionych
grup podobienstwa, czy tez pomiedzy tymi grupami. Wszystkie obliczenia wykonano
korzystajac z pakietu statystycznego Genstat (Genstat 5 Committee, 1993).

WYNIKI

Sposrod 35 przetestowanych starterow oligonukleotydowych wybrano 10, ktére dawaty
najwigcej produktéw amplifikacji. Byly to startery OPA 01 (CAGGCCCTTC), OPA 03
(AGTCAGCCAC), OPA 04 (AATCGGGCTG), OPA 07 (GAAACGGGTG), OPB 07
(GGTGACGCAG), OPC 08 (TGGACCGGTG), OPC 18 (TGAGTGGGTG), OPE 14
(TGCGGCTGAG), OPI 02 (GGAGGAGAGG), OPJ 20 (AAGCGGCCTC).
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Uzywajac dziesigciu wybranych starter6w wykonano dwie serie analiz technika RAPD,
z wykorzystaniem DNA izolowanego dwiema metodami. W zaleznosci od metody izolacji
DNA uzytego do reakcji PCR otrzymano ro6zng liczbe produktow amplifikacji. Stosujac
DNA izolowane metoda Thomsona-Henry’ego najmniejsza liczbe produktow amplifikacji
uzyskano przy zastosowaniu startera OPB 07 ($rednio 3,5 w przeliczeniu na populacje)
(tab. 1). Najwigkszg liczbe produktow amplifikacji wygenerowano stosujac starter OPA 01
(6,3 w przeliczeniu na populacj¢). W przypadku, gdy do reakcji uzyto DNA izolowanego
metoda kolumienkowa, liczba produktow dla jednej populacji wynosita srednio od 6,7 przy
uzyciu startera OPE 14 do 10,6 w przypadku startera OPB 07. Zauwazono, ze przy
wykorzystaniu DNA izolowanego metoda kolumienkowg $rednia liczba wygenerowanych
prazkow byla prawie dwukrotnie wyzsza niz w przypadku, gdy wykorzystano DNA
izolowany metoda Thomsona-Henry’ego (tab. 1). Liczba wszystkich uzyskanych
produktéw polimorficznych wynosita dla metody Thomsona-Henry’ego 178, natomiast dla
metody kolumienkowej 512 (dla dziesigciu testowanych starterow).

Tabela 1
Srednia liczba produktéw amplifikacji wygenerowanych dla jednej populacji przez kazdy z uzytych
starterow
Average number of amplification products generated for every population by the used primers

Starter Metoda I Metoda II

primer Method I Method 11

OPA 01 6,3 9,1

OPA 03 5,3 9,7

OPA 04 4.4 8,8

OPA 07 4,1 6,8

OPB 07 3,5 10,6

OPC 08 4,1 7,2

OPC 18 5,2 8,9

OPE 14 42 6,7

OPI 02 5,1 8,5

OPJ 20 4,0 7,7

Srednia 46 8.4
Average

Wynik analizy podobienstwa genetycznego metoda RAPD-PCR takze roznit si¢ w
zalezno$ci od metody izolacji DNA. Przy wykorzystaniu DNA izolowanego metoda
Thomsona-Henry’ego badane populacje utworzyly cztery grupy zrdéznicowania
genetycznego, wyroznione na poziomie 0,4. Podobienstwo miedzy tymi populacjami
wahato si¢ od 0,3 do 0,65 (rys. 1). W grupie pierwszej znalazty si¢ odmiana Ulstar i mutant
Ip. Podobienstwo genetyczne pomig¢dzy tymi obiektami wynosito 0,4. Grupe druga
utworzyly linie F oraz By, mieszance FxBj 1 B1oXF oraz mutanty #fi br, pomiedzy ktérymi
podobienstwo wahato si¢ od 0,5 do 0,65. Grupg trzecig utworzyly dwie populacje
syntetyczne — Syn 9-3 i Syn 7-3 oraz ekotyp 27, wykazujace podobienstwo w granicach
0,47-0,49. W grupie czwartej znalazty si¢ odmiany Du Puits, Radius, Sitel i Vernal oraz
ekotyp 212. Podobienstwo genetyczne w tej grupie wahato si¢ od 0,41 do 0,56.
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Rys. 1. Dendrogram podobienstwa genetycznego pomiedzy badanymi obiektami — analiza wykonana
przy uzyciu DNA izolowanego metoda Thomsona-Henry’ego
Fig. 1. Dendrogram of genetic similarity between the examinated objects — analysis made with DNA
isolated by the Thomson - Henry method

W przypadku, gdy do badania podobienstwa genetycznego metodg RAPD-PCR uzyto
DNA izolowanego metoda kolumienkowa wynik analizy byl inny niz wowczas, gdy
uzywano DNA izolowanego metoda Thomsona-Henry’ego. Obiekty na dendrogramie
bedacym wynikiem tej analizy utworzyly pie¢ grup podobienstwa genetycznego, ktorego
warto$¢ wahata si¢ od 0,15 do 0,48 (rys. 2). W grupie pierwszej znalazly si¢ populacje
syntetyczne Syn 7-3 i Syn 9-3 oraz linia F; podobienstwo mi¢dzy nimi wahato si¢ od 0,32
do 0,4. Grupe drugg utworzyty odmiany Du Puits, Radius, Sitel i Vernal oraz ekotypy 27 i
212, pomigdzy ktorymi podobienstwo wynosito od 0,28 do 0,45. W grupie trzeciej znalazt
si¢ jedynie mutant br. Grupa czwarta utworzona zostata przez lini¢ By i mieszance FxBjg
oraz BioxF. Podobienstwo genetyczne w tej grupie wahato si¢ od 0,35 do 0,45. W grupie
piatej znalazty si¢ mutanty Ip, tf, oraz odmiana Ulstar, wykazujace podobienstwo na
poziomie 0,32-0,48.
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Rys. 2. Dendrogram podobienstwa genetycznego pomi¢dzy badanymi obiektami — analiza wykonana
przy uzyciu DNA izolowanego metoda kolumienkowa
Fig. 2. Dendrogram of genetic similarity between the examinated objects — analysis made with DNA
isolated by the column method

Wartosci $rednie, zakres i wspodtczynniki zmienno$ci oraz wartosci NIR dla
obserwowanych cech struktury plonu nasion zestawiono w tabeli 2. W roku 2006
najwigksza $rednig liczbg nasion w stragku osiggnela linia F, natomiast najnizszg mieszaniec
pojedynczy FxBijo. W roku 2007 najnizsza liczb¢ nasion przypadajacych na strak
zanotowano u odmiany Ulstar, a najwyzsza u odmian Radius i Vernal. Warto zauwazy¢, iz
w roku 2007 $rednie wartosci tej cechy byly niemal dla wszystkich obiektow wyzsze niz
w roku 2006.
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Tabela 2

Zmiennos$¢ czterech obserwowanych cech struktury plonu w badanych populacjach lucerny
Variability of the observed features of seed yield structure in the examinated populations of alfalfa

Liczba nasion w straku

Obiekty Number of seeds per pod
Objects 2006 2007
min | $redn. | max | CvV min | $redn. | max CvV
Ekotyp 27 0,43 1,43 2,24 64,32 1,38 2,02 2,60 30,26
Ekotyp 212 0,74 1,41 1,96 43,85 1,62 1,87 2,01 11,61
Du Puits 1,04 1,52 2,08 34,39 1,92 2,48 3,04 22,58
Radius 0,86 1,15 1,34 22,30 1,68 2,50 3,30 32,41
Sitel 0,60 1,42 2,36 62,60 1,42 1,79 2,14 20,12
Vernal 0,92 1,41 1,92 35,48 1,14 2,50 4,12 60,28
Syn 7-3 0,38 0,69 0,86 38,79 1,14 1,76 2,44 36,86
Syn 9-3 1,42 1,96 2,70 33,69 1,50 2,37 3,26 37,08
Linia F 0,66 1,19 1,88 52,31 1,56 2,25 3,40 44,39
Linia By 0,60 0,83 1,17 36,20 1,88 2,02 2,26 10,33
FxBjo 0,50 0,55 0,60 9,10 1,66 2,41 334 35,36
BioxF 1,54 1,75 1,86 10,54 1,64 2,10 2,72 26,55
Ulstar 0,96 1,43 1,74 29,01 1,04 1,53 1,80 27,89
Mutant Ip 0,68 1,31 1,66 41,83 1,72 1,91 2,08 9,48
Mutant #f' 0,87 0,98 1,10 11,70 1,56 1,65 1,70 4,889
Mutant br 0,62 1,17 1,58 42,31 1,34 1,59 2,04 24,35
NIRg 05
LSDos 0,869 1,13
Liczba strakéw w owocostanie
Obicekty Number of pods per infructescence
Objects 2006 2007
min | $redn. | max | CvV min | $redn. | max CV

Ekotyp 27 9,6 12,73 14,4 21,33 9,6 10,60 11,2 8,22
Ekotyp 212 14,0 15,06 17,2 12,26 9,0 10,93 12,4 15,98
Du Puits 15,2 18,06 19,6 13,75 14,8 15,20 15,6 2,63
Radius 12,2 13,93 15,0 10,87 8,4 11,00 14,2 26,78
Sitel 15,6 16,53 18,0 7,78 12,0 13,20 14,8 10,93
Vernal 11,8 12,06 12,6 3,83 10,6 11,66 12,6 8,63
Syn 7-3 12,2 13,86 15,8 13,09 13,4 14,46 15,0 6,39
Syn 9-3 11,0 12,53 13,8 11,32 10,6 11,40 12,8 10,67
Linia F 14,2 15,40 16,8 8,52 10,6 12,73 16,0 22,56
Linia By 13,2 15,53 18,2 16,20 11,0 12,00 12,8 7,63
FxBjo 11,0 14,93 20,4 32,71 9,8 11,80 15,6 27,90
BioxF 15,4 18,66 21,2 15,90 11,6 12,80 14,4 11,27
Ulstar 16,4 21,06 26,0 22,81 14,6 20,46 26,0 27,89
Mutant Ip 10,2 15,86 20,2 32,34 21,8 23,73 26,2 9,47
Mutant #f' 12,2 15,86 20,8 27,97 12,2 13,20 14,0 6,94
Mutant br 15,0 18,53 22,4 20,02 12,2 13,80 154 11,59
NIRg 05
LSDos 5,093 3,75
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c.d. Tabela 2
Plon nasion z owocostanu
Obiekty Seed yield per infructescence [mg]
Objects 2006 2007
min $redn | max | (0\% min | $redn | max | CvV
Ekotyp 27 13,3 48,6 67,8 62,61 31,7 42,8 52,6 24,39
Ekotyp 212 37,7 50,8 63,3 26,07 38,4 49,4 58,2 20,14
Du Puits 37,3 54,3 80,6 37,85 57,4 75,3 90,3 24,13
Radius 21,6 37,1 46,8 36,96 30,3 50,2 70,4 36,86
Sitel 242 42,4 70,4 60,95 38,2 44,7 50,5 12,67
Vernal 23,8 36,8 52,3 39,85 28,4 58,3 10,6 64,48
Syn 7-3 9,4 28,2 53,6 78,16 31,7 51,5 80,2 49,23
Syn 9-3 38,6 49,3 60,7 28,27 33,4 55,9 70,3 37,19
Linia F 22,3 57,9 12,2 96,53 33,8 52,5 80,3 40,72
Linia By 18,8 37,2 73,3 82,33 42,4 452 50,6 8,663
FxBio 8,8 18,9 35,8 75,69 35,8 59,4 101,8 55,92
BioxF 68,4 70,5 70,4 4,97 40,6 55,7 80,4 33,33
Ulstar 40,6 71,5 110,8 45,37 32,5 65,1 91,5 44,62
Mutant Ip 27,3 452 80,2 59,86 50,4 60,3 70,3 16,88
Mutant # 26,5 34,5 46,5 31,11 442 47,4 48,1 4,784
Mutant br 25,1 56,6 70,6 47,81 38,1 40,4 43,8 5,33
NIR0,05
LSDo.s 0,042 0,033
Plodnos¢
Obiekty Fertility
Objects 2006 2007
min $redn | max | CvV min | $redn | max | CV

Ekotyp 27 4,13 15,60 21,54 63,70 13,27 20,19 25,00 30,43
Ekotyp 212 6,92 14,39 18,32 44,99 15,14 18,75 22,62 19,98
Du Puits 9,81 13,71 19,62 37,96 18,11 23,40 28,68 22,59
Radius 7,75 12,13 17,30 39,75 15,14 22,52 29,73 32,40
Sitel 6,90 14,86 27,13 72,50 16,32 20,61 24,60 20,13
Vernal 8,44 12,78 17,61 36,03 10,46 22,93 37,8 60,28
Syn 7-3 4,18 9,45 15,16 58,24 12,53 19,41 26,81 36,85
Syn 9-3 10,53 15,55 23,68 45,65 13,16 20,82 28,60 37,08
Linia F 6,23 17,73 37,17 95,42 14,72 21,26 32,08 44,39
Linia By 5,04 9,86 18,49 75,97 15,80 16,97 18,99 10,33
FxBio 5,00 6,00 7,40 20,82 16,60 24,13 33,40 35,36
BoxF 14,95 18,06 21,17 17,22 15,92 20,38 26,41 26,56
Ulstar 10,00 16,67 21,88 36,43 10,83 15,97 18,75 27,90
Mutant Ip 7,23 17,02 26,17 55,74 18,30 20,36 22,13 9,48
Mutant # 8,53 10,78 14,22 28,02 15,29 16,21 16,67 4915
Mutant br 6,26 13,26 17,58 46,14 13,54 16,09 20,61 24,35
NIR 05
LSDo.s 12,72 10,89

W przypadku liczby strakow w owocostanie, ich najwigksza $rednig liczbe w roku 2006
zawigzata odmiana Ulstar (21,07 szt.), natomiast najmniejsza odmiana Vernal (12,07 szt.).
W roku 2007 najwyzsza liczbg strgkow w owocostanie charakteryzowat sie mutant Ip
(23,73 szt.), a najnizszg ekotyp 27 ($rednio 10,6 strgka). Najwyzszym $rednim plonem
nasion z owocostanu odznaczata si¢ w roku 2006 odmiana Ulstar (71,5 mg), a w roku 2007
odmiana Du Puits (75,3 mg). Najmniejszg mas¢ nasion z jednego owocostanu stwierdzono
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w 2006 roku u mieszanca FxBio (18,9 mg), a w roku 2007 u mutanta br (40,4 mg). Srednia
ptodno$¢ w roku 2006 wahata si¢ od 6% u mieszanca FxBjo do 18% u mieszanca BjoxF.
W roku mieszaniec 2007 FxBo osiagnal najwyzsza ptodnos¢ (24%), natomiast ptodnoscia
najnizszg cechowata sie odmiana Ulstar (16%).

Wiyniki analizy wariancji zestawiono w tabelach 3 oraz 4. Srednie kwadraty z analizy
wariancji dla poszczegdlnych cech w 2006 i 2007 roku uwzgledniajgcej podzial obiektow
na grupy wedlug dendrogramu otrzymanego przy wykorzystaniu metody izolacji
Thomsona-Henry’ego przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3
Srednie kwadraty z analizy wariancji dla poszczegélnych cech w 2006 i 2007 roku dla dendrogramu
powstalego z wykorzystaniem metody Thomsona-Henry’ego
Mean squares from analysis of variance for the observed features in 2006 and 2007, for the
dendrogram created with the for Thomson-Henry method

Cecha
Zrodto Liczba stopni Trait
Rok | zmiennosci swobody liczba strakow liczba nasion w straku plon nasion
Year Source of Degrees of W owocostanie ki z owocostanu | ptodnosé
L number of seeds per . o
variation freedom number of pods per od seed yield per | fertility
infructescence P infructescence
o 3 41,79% 03247 37,9 26,85
2006 £2E
regidual 44 10,22 0,3163 63,4 52,19
Sepy 3 162,46%% 0,385 343 24,4
2007 £P
rezidual 44 5,703 0,4284 34,35 36,57

* Istotne na poziomie 0,05; Significant at level 0.05
*** Istotne na poziomie 0,001; Significant at level 0.001

Tabela 4
Srednie kwadraty z analizy wariancji dla poszczegélnych cech w 2006 i 2007 roku dla dendrogramu
powstalego z wykorzystaniem metody kolumienkowej
Mean squares from analysis of variance for the observed features in 2006 and 2007, for the
dendrogram created with the column method

Cecha
Zrédto Liczba stopni Trait
Rok zmiennos$ci swobody liczba strgkow liczba nasion plon nasion
Year Source of Degrees of W owocostanie w straku Z owocostanu plodnosé
variation freedom number of pods per | number of seeds per seed yield per fertility
infructescence pod infructescence
grupy 4 26,39 0,1883 15,81 16,68
2006 -2roups
bh".d 43 10,91 0,3288 66,05 53,73
residual
gpy 4 84,573 %% 0,5782 17,1 3532
2007 2P
& 43 9,303 0,4114 35,95 35,84
residual

*** Istotne na poziomie 0,001, Significant at level 0.001
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Analiz¢ wariancji grup wyréznionych na podstawie dendrogramu wykreslonego na
podstawie analizy RAPD z wykorzystaniem izolacji metoda kolumienkowa przedstawiono
w tabeli 4. W przypadku tej metody otrzymywania markeréw RAPD obserwowano
zalezno$ci pomigdzy podobienstwem genetycznym a cechami fenotypowymi jedynie dla
liczby strgkdéw w owocostanie w drugim roku obserwacji (2007), przy czym byla to
zalezno$¢ istotna na poziomie 0,001. Analiza ta wykazata, ze grupy wyrdznione na
dendrogramie podobienstwa rdznily si¢ istotnie statystycznie jedynie w przypadku liczby
strakow w owocostanie (w roku 2006 wartosci tej cechy dla poszczegodlnych grup rdznity
si¢ istotnie na poziomie 0,05, natomiast w roku 2007 na poziomie 0,001). Dla pozostatych
cech grupy wyznaczone na podstawie analizy molekularnej nie mialy przelozenia na
podobienstwo pod wzgledem cech fenotypowych.

DYSKUSJA

Do oceny dystansu genetycznego badanych genotypow lucerny uzyto markerow RAPD.
Technika ta jest wykorzystywana miedzy innymi do: okreslenia pochodzenia materiatow
mieszancowych, identyfikacji gatunkéw oraz odmian hodowlanych (Hu i Quiros 1991;
Weder Jurgen, 2002), oceny dystansu lub podobienstwa genetycznego (Marilla 1 Scoles,
1996; Irzykowska i Bocianowski, 2008), identyfikacji markeréw sprz¢zonych z genami
warunkujacymi korzystne cechy ilosciowe (Waugh i Powell, 1992) oraz jakosciowe —
miedzy innymi odpornosci na patogeny (Schachermayr i in., 1994), badania polimorfizmu
wewnatrzgatunkowego i miedzygatunkowego u wielu gatunkéw (Brown i in. 1993).
Segregacje markerow RAPD wg praw Mendla oraz ich dziedziczenie obserwowano np. u
jeczmienia, lucerny oraz soi (Willams i in., 1990, Echt i in., 1992). Przy testowaniu lucerny
markerami RAPD zmienno$§¢ wewnatrz populacji jest zwykle bardzo wysoka.
Prawdopodobnie wynika to z obcopylnosci tego gatunku oraz tego, iz lucerna jest w
wigkszosci tetraploidalna (Crochemore i in., 1996).

Najczesciej napotykanym problemem przy postugiwaniu si¢ technikag RAPD jest staba
powtarzalno$¢ uzyskanych wynikéw, wynikajaca z wrazliwosci tej metody na zmiany
warunkow amplifikacji (Stomski, 2001). Liczba, powtarzalnos¢ i intensywno$¢ produktow
otrzymanych w technice RAPD sg funkcjg wielu parametrow: stezenia chlorku magnezu,
trojfosforanow deoksynukleotydow, Taq polimerazy DNA, koncentracji oraz metody
izolacji DNA, liczby cykli, temperatury przylaczania starteréw oraz typu termocyklera
(Davin-Regli i in., 1995; Meunier i Grimont, 1993; Park i Kohel, 1994; Penner i in., 1993).
Dokonane obserwacje moga potwierdzi¢ istotny wptyw metody izolacji DNA na wynik
analizy podobienstwa genetycznego metoda RAPD — liczba produktéw otrzymana w
wyniku analizy wykonanej z uzyciem DNA izolowanego przy pomocy metody
kolumienkowej byta niemal dwukrotnie wyzsza niz liczba produktéw otrzymana w wyniku
analizy wykorzystujacej metode Thomsona-Henry’ego. W przypadku metody
kolumienkowej liczba uzyskanych po reakcji PCR produktéw amplifikacji wynosita
srednio 8,4 produktu na $ciezke (warto$¢ $rednia dla dziesigciu testowanych starterow).
Przy wykorzystaniu metody Thomsona-Henry’ego liczba otrzymanych produktow byta
niewielka i wynosita $rednio 4,6 na $ciezke (dla dziesigciu testowanych starterow).
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Warto$¢ ta byla porownywalna do liczby produktéw otrzymanych w analizach RAPD
przez innych autoré6w. Yu i Pauls (1993) studiowali zalezno$ci genetyczne migdzy
odmianami lucerny na probach zbiorczych DNA (bulked DNA) z uzyciem 10 starteréw,
ktore generowaty $rednio po 5 produktow.

Na wykre$lonych dendrogramach podobienstwa genetycznego daly si¢ wyrdznié
wyrazne grupy, skupiajgce populacje podobne pod wzgledem genetycznym. Zastosowana
metoda izolacji DNA miala wplyw nie tylko na liczb¢ otrzymanych produktow
amplifikacji, ale rowniez na koncowy wynik analizy podobienstwa genetycznego,
przedstawiony na dendrogramach podobienstwa (rys. 1 1 2). W przypadku analizy z
wykorzystaniem DNA izolowanego metoda Thomsona-Henry’ego obiekty na dendro-
gramie utworzyly 4 grupy podobienstwa genetycznego, natomiast w przypadku
wykorzystania DNA izolowanego metoda kolumienkows, obiekty na dendrogramie
utworzyly 5 grup. Interesujace bylo, czy owe grupy skupiajg populacje, odznaczajace si¢
istotnie podobng warto$cig danej cechy, innymi stowy, czy badane populacje grupuja si¢
pod wzgledem ktorej$s z obserwowanych cech, przy rownoczesnym istotnym zroznico-
waniu pomiedzy grupami.

Przeprowadzona analiza wariancji wykazala, ze zarowno dla dendrogramu bedacego
wynikiem analizy wykorzystujacej metode Thomsona-Henry’ego, jak i dla tego wykorzy-
stujgcego metode kolumienkowa, jedynie w przypadku jednej cechy zaobserwowano
grupowanie si¢ populacji o podobnych wartosciach. Cechg tg byta liczba nasion w straku,
ktéra réznicowata wyrdznione grupy podobienstwa genetycznego na dendrogramie
wykreslonym dla metody Thomsona-Henry’ego w dwoch kolejnych latach obserwacji
(przy czym istotno$¢ roznic wartosci tej cechy w poszczegdlnych grupach podobienstwa
byla znacznie wyzsza w drugim roku obserwacji — poziom istotnosci 0,001). Na
dendrogramie wykre§lonym dla metody kolumienkowej zaobserwowano grupowanie si¢
populacji o podobnych wartosciach tej cechy jedynie w roku 2006 (poziom istotnosci
wynosit 0,001).

Obserwacje te wskazuja, ze grupy podobienstwa wyroznione za pomoca techniki RAPD
nie odpowiadajg grupom podobienstwa pod wzgledem cech morfologicznych, innymi
stowy — nie obejmuja populacji podobnych pod wzgledem obserwowanych cech.
Tendencje grupowania si¢ obiektow pod wzgledem warto$ci cechy morfologicznej
zauwazono jedynie dla cechy liczby strakow w owocostanie, jednak tendencja owa nie byta
do konca powtarzalna w latach.

Cecha wielkosci plonu nasion lucerny przez wielu autorow uwazana jest za cechg
niestabilng i silnie zalezng od warunkow srodowiskowych. Delouche (1980) i Sypniewski
(1986) twierdza, ze na zmniejszenie plonu nasion moze mie¢ wptyw niedobor wody w
okresie kwitnienia, wigzania i dojrzewania strgkow. Rowniez Staszewski (1975) zwraca
uwage na wptyw zbyt niskiej ilosci opadéw — suma opaddw ponizej 220 mm w miesigcach
letnich powoduje znaczny spadek plonu nasion. Obserwacje wtasne poczynione w niniej-
szej pracy (duza rozbiezno$¢ migdzy podobienstwem fenotypowym a genotypowym) moga
potwierdza¢ bardzo silny, modyfikujacy wptyw $rodowiska na ekspresje cech zwigzanych
z plonem nasion lucerny.
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PODSUMOWANIE WYNIKOW

1. Reakcja PCR przeprowadzona z wykorzystaniem DNA izolowanego metoda
kolumienkowg data prawie dwa razy wigcej produktow amplifikacji niz w przypadku
DNA izolowanego metoda Thomsona-Henry’ego.

2. Wspotczynniki podobienstwa wyliczone na podstawie analiz wykorzystujacych dwie
réozne metody izolacji DNA (metod¢ Thomsona-Henry’ego oraz kolumienkowg)
grupowaty badane populacje w rézny sposob.

3. Wykonana analiza wariancji potwierdzila silng zalezno$¢ podobienstwa genetycznego
7 obserwowanymi warto$ciami cech struktury plonu nasion jedynie dla cechy liczby
stragkdéw w owocostanie.
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