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Analiza wybranych cech na poziomie
fenotypowym 1 molekularnym u dwu-
1 wielorzedowych linii podwojonych haploidow
jeczmienia jarego (Hordeum vulgare L.)

Analysis of some traits on phenotypic and molecular level for two- and multi-rowed
doubled haploids of spring barley (Hordeum vulgare L.)

W wyniku weczesniejszych prac wykonanych w Pracowni Genetyki Ilosciowej IGR PAN
w Poznaniu uzyskano linie podwojonych haploidéow metoda H. bulbosum, z wykorzystaniem traktowan
mutagennych ziarniakoéw mieszancoéw uzyskanych ze skrzyzowania dwoch odmian jgczmienia jarego:
dwurzedowej odmiany Maresi i szesciorzgdowej odmiany Klimek. Zmienno$¢ na poziomie
fenotypowym analizowano na podstawie do§wiadczenia polowego a na poziomie molekularnym
poprzez oceng podobienstwa genetycznego przy zastosowaniu markerow RAPD. Wykorzystujac
jedenascie wybranych wczesniej starterow PCR-RAPD uzyskano tacznie 87 produktow amplifikacji, z
czego 87,4% wykazywato polimorfizm. Stwierdzono znaczny polimorfizm w grupie linii otrzymanych
z mieszancow, ktorych ziarniaki poddawano dziataniu mutagenu. Wykazano takze, ze linie w tej grupie
w pordéwnaniu z grupa linii kontrolnych charakteryzuja si¢ wickszym zréznicowaniem na poziomie
fenotypowym, pod wzglgdem analizowanych cech. Wigksze zréznicowanie linii DH w grupie z
mutagenem w poréwnaniu z grupa kontrolna wykazane na poziomie fenotypowym i w mniejszym
stopniu na poziomie molekularnym wskazuje, ze zmiennosci rekombinacyjnej utrwalonych
mieszancow DH towarzyszy dodatkowa zmienno$¢ mogaca wynika¢ z efektow mutacyjnych
wywotanych dziataniem mutagenu.

Stowa kluczowe: jeczmien jary, linie podwojonych haploidow, indukowanie mutacji, podobienstwo
genetyczne, RAPD, zmienno$¢ fenotypowa

Variability of some quantitative morphological traits and RAPD markers was studied in spring
barley doubled haploid (DH) lines obtained earlier in the Department of Quantitative Genetics (Institute
of Plant Genetics in Poznan) with use of the Hordeum bulbosum method. Twenty lines were derived
after mutagenic treatment of seed set on F1 hybrids between the two-rowed cultivar Maresi and the six-
rowed one Klimek. Another twenty lines produced from the same F1 material without mutagens served
as the control. Variation of the morphological traits was estimated basing on field trial data. In the
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molecular studies eleven PCR-RAPD primers were applied and 87 amplification products were
obtained; 87.4% of them were polymorphic. The DH lines obtained with mutagenic treatment showed
higher variability of the quantitative traits than the control ones. The same was true, however less
distinct, for variability on the molecular level. It indicates, that apart from the variation coming from
recombination, an additional variation has been expressed, which may be attributed to the mutation
effects.

Key words: genetic similarity, lines of doubled haploids, mutation induction, phenotypic variation,
RAPD, spring barley

WSTEP

We wspoélczesnej uprawie jeczmienia z jednej strony od hodowcow oczekuje si¢
wytwarzania nowych wysokoprodukcyjnych odmian o dobrych cechach technologicznych
(Czembor, 1989, 1997), a z drugiej strony obserwowane jest niekorzystne zjawisko
genetycznego zawezenia i ujednolicenia odmian (Czembor i Czembor, 2003). Stad
poszerzenie zmiennoS$ci genetycznej, migdzy innymi poprzez korzystanie z prymitywnych
odmian miejscowych i dostepnych materiatéw kolekcyjnych, jest w pelni uzasadnione.

Jednym 2z zasadniczych warunkow przeprowadzenia efektywnej selekcji roslin
uprawnych jest uzyskanie mozliwie szerokiej zmienno$ci genetycznej cech. W wielu
wypadkach waska pula genowa stojaca do dyspozycji hodowcy jest gtéwnym czynnikiem
limitujagcym efektywnos$¢ wyboru nowych warto§ciowych materialow wyjsciowych.
Oprocz coraz powszechniej stosowanych metod inZzynierii genetycznej, zard6wno
rekombinacje, jak i mutacje pozostang nadal zasadniczymi czynnikami poszerzajacymi
istniejaca w okreslonym gatunku zmienno$¢ genetyczna cech. Dotyczy to w szczegolnosci
indukowania zmienno$ci mutacyjnej, ktora w przypadku jgczmienia zaowocowata
uzyskaniem licznych, wysokoplennych odmian (Matuszynski i in., 2000). Wedlg
Campbell i wsp. (1994) indukowane mutacje i hodowla mutacyjna sg warto§ciowym
uzupetnieniem konwencjonalnych metod w hodowli roslin i mogg zosta¢ wykorzystane do
tworzenia dodatkowej zmiennosci genetycznej, ktora hodowca moze wykorzystaé
w tworzeniu nowych odmian. Niewatpliwym uzupehieniem klasycznych metod
mutagenezy jest jej wykorzystanie w systemie uzyskiwania linii podwojonych haploidow
u réznych gatunkow roslin uprawnych. Gametoklonalna zmienno$¢ powstajaca w kultu-
rach in vitro jest istotnym zrodtem uzyskiwania pozadanej zmiennosci lecz czestotliwosé
genetycznie stabilnych mutantéw jest czesto niezadawalajaca. Stad traktowania
mutageniczne z zastosowaniem promieniowania lub chemomutagenow sg coraz czesciej
wykorzystywane do generowania zmiennosci w pracach wykorzystujacych metody kultur
in vitro (Szarejko i in., 1991). Cytowani autorzy wskazuja takze na fakt, ze recesywne allele
indukowane przez mutagen przed lub podczas haploidalnego stadium bgda homozygotami
w fazie diploidalnej przy jednoczesnej ekspresji fenotypowej. Otwiera to nowe mozliwosci
szybkiej selekcji bez komplikacji wywotanych stanem heterozygotycznym w warunkach
in vitro czy polowych. Ponadto dla zwigkszenia czestotliwosci ,,mutacji punktowych”
mutageny moga by¢ stosowane w roznych stadiach kultur in vitro (Chen, 1983).

W badaniach nad generowaniem zmienno$ci genetycznej u jeczmienia w systemie DH,
z reguty wykorzystuje si¢ metode kultur pylnikowych. Podstawowa niedogodnoscia tej
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metody jest bardzo duza wrazliwo$¢ haploidalnych komoérek w reakcji na stosowane
mutageny (gldwnie promienie jonizujgce), co drastycznie obnizato rozwoj mikrospor i
kultur pylnikowych oraz efektywnos$¢ zastosowanej metodyki (Laib 1 in., 1996). Traktujac
ktosy jeczmienia przed kulturg in vifro promieniami gamma obserwowano drastyczne
zmniejszenie si¢ liczby reagujacych pylnikow a nastgpnie wyrazne zmniejszenie liczby
uzyskiwanych zielonych roslin, nawet wtedy kiedy dawki promieniowania byly bardzo
niskie (5-10 Gy), czyli 15-20 razy nizsze niz przy naswietlaniu ziarniakow (Laib 1 in.,
1996). Stosujac dawke 10 Gy nie uzyskano w ogole zielonych roslin. Wskazuje to na duza
wrazliwos¢ pylnikbw na promieniowanie co znacznie ograniczato efektywnos¢
zastosowanej metodyki. Powyzsi autorzy wykazali ponadto, Zze stosujgc mutagenne
traktowanie ziarniakow zamiast ktosow 1 wykorzystanie roslin M, jako donora mutacji w
metodzie kultur pylnikowych, umozliwito nie tylko zwigkszenie dawki promieniowania
ale takze uzyskanie podobnej liczby zielonych roslin jak w kontroli i wyzsza czestotliwosé
mutantow DH. W prezentowanej pracy jako donora mutacji wykorzystano roéwniez rosliny
pokolenia M, z tym, ze zamiast pylnikow na pozywke wyktadano niedojrzate zarodki
uzyskane metoda H. bulbosum.

Metoda H. bulbosum otrzymywania linii DH znalazla szerokie zastosowanie w hodowli
jeczmienia gtownie z uwagi na mozliwos¢ znacznego skrocenia cyklu hodowlanego (o 2—
3 lata) oraz ze wzgledu na fakt, ze pozwala ona uzyska¢ w krétkim czasie z dowolnej formy
homozygotycznej zestaw form calkowicie homozygotycznych, ktérych wyhodowanie
metodami tradycyjnymi jest prawie niemozliwe, gdyz nawet po wielopokoleniowym
chowie wsobnym utrzymuje si¢ tzw. resztkowa heterozygotyczno$¢ (Adamski i in., 1990;
Surma, 1997). W praktyce hodowlanej linie DH wyprowadzane sa najczesciej z
mieszancow pokolenia F; (Pickering i Devaux, 1992), jak i mieszancow dalszych pokolen
(Simpson i Snake, 1981; Adamski, 1993).

Celem pracy byla ocena zmiennosci linii na poziomie fenotypowym i molekularnym w
grupie linii DH z wykorzystaniem mutagenu w poréwnaniu z grupa kontrolng. Ponadto
podjeto probe okreslenia, czy obok utrwalonej zmiennos$ci rekombinacyjnej wystapita
dodatkowa zmienno$¢ mogaca wynikaé z efektu indukowania mutacji.

MATERIAL I METODY

Linie podwojonych haploidow uzyskane w metodzie H. bulbosum (z wykorzystaniem
przed kulturg in vitro ziarniakdOw mieszancow traktowanych mutagenami) otrzymano ze
skrzyzowania dwoch odmian jeczmienia jarego: dwurzgdowej odmiany Maresi i sze$cio-
rzedowej odmiany Klimek. Linie DH uzyskane bez uprzedniego traktowania ziarniakow
mieszancow mutagenem stanowily kombinacj¢ kontrolng. Do realizacji badan wybrano 40
linii, z ktérych 20 bylo traktowanych mutagenami (w zakresie numeracji od 61-96), a
pozostale 20 stanowito kombinacj¢ kontrolng bez stosowania mutagenu (w zakresie
numeracji od 1-60). W obu grupach znajdowala si¢ ta sama liczba linii dwu-
i wielorzgdowych. Zmienno$¢ na poziomie fenotypowym analizowano na podstawie
doswiadczenia polowego. Ziarniaki obu grup linii DH wysiewano metoda blokow
losowanych w trzech powtorzeniach na poletkach o powierzchni 1 m? w rozstawie 15 x 5
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cm. Po zbiorze dla 10 roslin z kazdego poletka okreslano wysokos$¢ roslin, dlugosc¢ ktosa,
liczbe ktoséw z rosliny, liczbe i mas¢ ziaren w klosie, liczbg i masg ziaren z rosliny oraz
mas¢ 1000 ziaren. Uzyskane wyniki opracowano statystycznie okreslajac wartoSci
minimalne, $rednie, maksymalne, wariancj¢ 1 wspolczynnik zmienno$ci. Przeprowadzono
analiz¢ wariancji dla poszczegoélnych cech. Wspotzaleznos¢ poszczegodlnych cech
okreslono na podstawie wspotczynnikow korelacji dla wartosci §rednich. Oceng 1 wyniki
testowania porownan $rednich dla cech miedzy grupami linii DH bez mutagenu (linie K)
i z mutagenem (linie M) oraz mi¢dzy obydwoma grupami w zalezno$ci od rzedowosci
ktosa przedstawiono w formie kontrastu (Calinski i in., 1976; Ceranka i in., 1997).
Podobienistwo miedzy analizowanymi liniami DH pod wzgledem badanych cech
fenotypowych tacznie wyrazono odleglosciami Mahalanobisa. Rozklad $rednich dla
badanych cech linii DH przedstawiono w ukladzie dwoch pierwszych zmiennych
kanonicznych.

Do analiz molekularnych ziarniaki kazdej z zebranych linii w do§wiadczeniu polowym
wysiewano w szklarni do doniczek. DNA ekstrahowano z lisci 3—4 tygodniowych siewek
przez 15 minut w temperaturze 95°C z wycietych korkoborem krazkow lisci o powierzchni
2 mm?, umieszczajac je w buforze TPS. Reakcje RAPD-PCR odnosity si¢ dla jedenastu 10
nukleotydowych starterow, wybranych wczesniej posrod 300 o losowej sekwencji. Reakcje
prowadzono wedtug protokotu: 5 min w 95°C, 45 cykli — 1 min w 94°C, 2 min w 36°C,
2 min w 72°C; 10 min w 72°C (Kuczynska i in., 2001). Kazdg reakcj¢ przeprowadzono
oddzielnie dla czterech losowo wybranych siewek DH. Elektroforeze fragmentow
wykonywano przez 2,5 godziny pod napigciem 100 V w 1,5% zelu agarozowym
zawierajacym bromek etydyny w stezeniu 0,5 mg/L (Kuczynska i in., 2003).
Wspolczynniki podobienstwa genetycznego analizowanych mutantéw okreslono
korzystajac ze wzoru zaproponowanego przez Nei i Li, (1979). Wyliczone wspolczynniki
umozliwity hierarchiczne grupowanie obiektow metoda $rednich potaczen. Wyniki
przedstawiono w formie dendrogramu.

WYNIKI I DYSKUSJA

Przedstawione w tabeli 1 wartosci $redniego kwadratu wskazujg na istotne zroéznico-
wanie obiektow (linii DH) pod wzgledem badanych cech, ktére byly przyczynkiem do
dalszych wnioskowan statystycznych. Z uwagi, ze analizowane linie pochodzity z dwoch
grup, a mianowicie z grupy kontrolnej K (bez wykorzystania mutagenu) oraz z grupy
zuzyciem mutagenu (M), charakterystyke statystyczng przeprowadzono dla kazdej
z analizowanych cech w kazdej z obu grup linii DH (tab. 2). Wartosci $rednich dla kazdej
z cech badanych linii tgcznie z wyjatkiem cechy wysokosci roslin byty wyzsze dla linii M
niz K. Roznice te byly szczegodlnie widoczne dla liczby i masy ziaren z rosliny, a w
mniejszym stopniu dla liczby i masy ziaren z ktosa oraz masy 1000 ziaren. Interesujace sg
rowniez wartosci skrajne. Pod wzgledem wysokosci roslin warto$ci minimum i maksimum
dla linii K 1 M wynosity odpowiednio od 51,4 do 101,2 cm i 38,6 do 82,8 cm.
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Tabela 1
Srednie kwadraty z analizy wariancji dla badanych cech linii DH
Mean squares from variance analysis forthe investigated traits of DH lines
. Liczba : Cechy — Traits
Zrodlo . liczba . . . .
. stopni . liczba ziaren . liczba ziaren .
zmien- ” - klosow z . masa ziaren o masa ziaren | masa 1000
. |swobody| wysoko$¢ dtugosé - w kiosie z rosliny - .
nosci | - ro$liny . z klosa . z ro§liny ziaren
Source of| — S¢S roshr} . kdosa spikes gramn grain weight grain grain weight| weight of
L of plant height | spike length number per - number per .
variation number per . per spike perplant | 1000 grains
freedom spike plant
plant
Blok
2 25,72 0,1326 1,033* 7,66 0,035 663,2% 0,94 1,23
Block
85}2&; 39 305,89%** 3,90%** 4,10%**  296,77*** 0,33*** 21414,6%**  54106%** 162,68***
Btad
78 30,83 0,28 0,25 11,11 0,023 135,6 0,24 3,86
Error

*Istotne na poziomie o= 0,05; Significant at « = 0.05 ***Istotne na poziomie o= 0,001; Significant at o« = 0.001

Characteristics of traits variation in groups of DH lines

Tabela 2

Charakterystyka zmiennosci analizowanych cech w grupach linii DH

Grupy cechy min. $rednia maks. wariancja | wspotczynnik zmiennosci
Groups traits min. mean max. variance coefficient of variation
Kontrola (K)
Control (K) wysokosé rosliny S1.4 68,30 101,2 131,0 16,74
Z mutagenem (M)  plant height (cm)
With mutagen (M) 38,6 65,15 82,8 107,6 15,92
Kontrola
Control dhugosé Klosa 53 7,957 11,4 1,706 16,41
z mutagenem spike length (cm) 5.1 7976 102 1258 14.13
With mutagen
Kontrola llczba ktosow z 34 6.077 8.6 1,443 19,77
Control rosliny
z Iputagenem spikes number per 3.6 6313 9.6 1,603 10,06
With mutagen plant
Kontrola hczt?a ziaren w 18,0 26.95 60.6 99.91 37.09
Control klosie
V4 mutagenem grain number per 17.6 28,55 574 109.9 3872
With mutagen spike
Kontrola masa ziaren klosa 0,76 1,132 1,50 0,0271 14,54
Control . .
7 mutagenem grain weight per
With mutagen spike (g) 0,59 1,334 3,06 0,2063 34,05
Kontrola liczba ziaren z 684 106,2 150,8 467,6 20,36
Control ro$liny
Z mutagenem grain number per 57,3 1174 2242 1266,0 30,30
With mutagen plant
Kontrola masa ziaren z rosliny 1.54 4215 638 150 29,06
Control (2)
Z mutagenem grain weight per
With mutagen plant (g) 1,93 5,017 9,12 2,09 29,88
Kontrola masa 1000 ziaren 24,1 41,83 55,2 60,66 18,65
Control *
7 mutagenem weight of 1000
g grains (g) 29,1 43,13 61,6 50,97 16,55

With mutagen
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Uzyskanie form krotkostomych w grupie M wskazuje na wptyw mutagenu, co jest
zgodne z danymi literaturowymi wskazujagcymi na wysoka efektywnos¢ mutagenow w
indukowaniu mutantow o skroconej dtugosci zdzbta (Ehrenberg i1 in., 1961;
Kirishnaswami, 1967; Kumar i in., 1967; Rybinski, 1981; Kapata i Rybinski, 1996).
Mutant jeczmienia ,,Diamant” uzyskany promieniami gamma przyczynit si¢ do ,,rewolu-
cyjnej” zmiany morfotypu ro$lin w europejskiej hodowli jeczmienia jarego (Bouma
i Ohnoutka, 1991). Waznymi sg rowniez warto$ci maksimum, wyzsze niz w kontroli, dla
liczby klosoéw z rosliny, masy ziaren z klosa, liczby i masy ziaren z rosliny oraz masy 1000
ziaren. Wyniki te sg o tyle interesujace, ze w wigkszosci prac nad mutagenezg jeczmienia
mutanty pod wzglgdem cech struktury plonu z reguly ustgpowaly swym odmianom
wyjsciowym (Gaul, 1963; Gottschalk i Wolff, 1983; Rybinski i in., 1993). Najwyzsze
warto$ci wspotczynnika zmiennosci obserwowano dla liczby i masy ziaren z klosa oraz z
ro§liny, przy czym dla masy ziaren z ktosa oraz liczby ziaren z ro$liny byly one wyzsze w
grupie linii DH uzyskanych dzialaniem mutagenu. Wynika to w duzej mierze z wysokich
wariancji.

Poréwnanie miedzy grupami linii DH z uwzglednieniem linii dwu- i wielorzedowych
w kazdej z grup przedstawiono w formie kontrastu (tab. 3).

Tabela 3
Ocena wartosci kontrastu dla cech fenotypowych w poréwnaniach miedzy grupami linii DH
Contrast estimation for the traits in comparisons between the groups of DH lines

. . Liczba Liczba Masa Liczba Masa
WysS)ll.msc Dlgl £0S¢ klosow ziaren ziaren ziaren ziaren z Mas.a 1000
Poréwnania rIiolzr?tl S ci)liz zro$liny | zklosa zklosa | zroliny rosliny erliarﬁ?o £
Comparisons height leflg th Spikes Grain Grain Grain Grain 1 OgOO
(cm) (cm) number per [number per | weight per [number per| weight per grains (g)
plant spike spike (g) plant plant (g)
Grupa kontrolna K —
grupa z mutagenem M
Control group K — 64,0%* -0,4 -4,7* -32,0% -4,03%%% 224 0%**  -16,0%**  _26,0%**
group with use of
mutagen M
Dwurzedowe grupa K
— dwurzgdowe grupa
M . 90,0%** -2,2 -0,9 -10,0 0,26 42,0 1,7 20,0%*
Two-rowed lines from
group K - two-rowed
lines from group M
Wielorzedowe grupa K
— wielorzedowe grupa
M -26,0% -1,8 -3,8%¥% D 4%* -4,20%%% 267,0%** -7, 71¥¥F _46,0%F*

Multi-rowed lines from
group K - Multi-rowed
lines from group M

* Istotne na poziomie o= 0,05; Significant at o= 0.05

** Istotne na poziomie o = 0,01; Significant at o= 0.01
***[stotne na poziomie o=0,001; Significant at o= 0.001

W poréwnaniach grupy linii K z liniami M z wyjatkiem cechy dlugosci ktosa uzyskano
istotne wartosci kontrastu. Oprocz wysokosci roslin dla pozostatych cech warto$¢ kontrastu
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byla ujemna wskazujac na wyzsze wartosci $rednich analizowanych cech dla linii M niz
linii K. U form dwurzedowych istotne wartosci kontrastu stwierdzono tylko dla wysokosci
roslin i masy 1000 ziaren. Bardziej niz linie dwurzgdowe rdznily si¢ linie wielorzgdowe.
Nieistotne roéznice obserwowano jedynie dla diugosci klosa a warto$ci kontrastu dla
wszystkich cech przyjmowaty warto$ci ujemne. Moze to wskazywaé na wyzszg
efektywnos¢ dziatania mutagenu w obrebie linii wielorzedowych niz dwurzedowych.

Oceng korelacji migdzy cechami fenotypowymi przeprowadzono dla linii dwu- jak
i wielorzgdowych (tab. 4) wchodzacych w sktad obydwu grup.

Tabela 4
WartoS$ci wspoélezynnika korelacji dla cech dwurzedowych (gérne wartosci) i wielorzedowych linii DH
(dolne wartosci)
Coefficients of correlation among the analyzed traits for two- rowed (upper data) and multi-rowed DH

lines
Liczba
“ o klosow Liczba ziaren | Masa ziaren z | Liczba ziaren | Masa ziaren
Wysokos¢ Dtugos¢ o . o -
z ro$liny w klosie klosa z ro$liny ro$liny

roslin ktosa

Plant height | Spike length Spikes  |Grain number| Grain weight | Grain number| Grain weight

number per | per spike per spike per plant per plant

plant
Dhugos¢ kiosa 0,553**
Spike length -0,449
Liczba klosow z rosliny  -0,328 -0,430*
Spikes number per plant  0,602* -0,285
Liczba ziaren w klosie 0,174 0,637%** -0,171
Grain number per spike  -0,110 0,742%* -0,023
Masa ziaren z klosa 0,766*** 0,593 *** -0,369 0,396*
Grain weight per spike 0,035 0,516 0,169 0,540
Liczba ziaren z rosliny -0,098 -0,149 0,816%** 0,153 -0,031
Grain number per plant 0,434 0,288 0,578* 0,589* 0,684*
Masa ziaren rosliny 0,449* 0,040 0,311 0,060 0,547%** 0,511%**
Grain weight per plant 0,339 0,242 0,565* 0,374 0,859%*** 0,890***
Masa 1000 ziaren 0,697*** 0,045 -0,188 -0,159 0,720%** -0,073 0,582%*
Weight of 1000 grains 0,021 0,116 0318 -0,113 0,729** 0,321 0,706*

* Istotne na poziomie o =0,05; Significant at o = 0.05
** Istotne na poziomie o= 0,01; Significant at o= 0.01
*** Jstotne na poziomie o= 0,001; Significant at o = 0.001

Niezaleznie od rzgdowosci klosa istotne i dodatnie wartosci wspotczynnika korelacji
uzyskano dla liczby ziaren w klosie i dtugosci ktosa, liczby ziaren w klosie i liczby ziaren
z ro$liny, mi¢dzy masg ziaren z klosa a masg ziaren z rosliny i masg 1000 ziaren, migdzy
liczba a masg ziaren z ro$liny oraz masa ziaren z ro$liny a masg 1000 ziaren. Ponadto u
form wielorzedowych wysoko$¢ roslin byta istotnie i dodatnio skorelowana z masg ziaren
z klosa i ro$liny oraz masg 1000 ziaren. Ujemng korelacje zarowno dla linii dwu- jak i
wielorzedowych uzyskano dla dlugosci klosa i liczby ktoséw z rosliny. Na uwagg zastuguje
istotna korelacja migdzy masg ziaren z klosa a liczbg ziaren z rosliny u linii
wielorzedowych.
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Rozktad badanych linii DH ze wzgledu na wszystkie cechy traktowane tacznie
przedstawiono na plaszczyznie w uktadzie dwoch pierwszych zmiennych kanonicznych,
oddzielnie dla linii K (rys. 1) oraz linii M (rys. 2).
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Rys. 1. Rozklad badanych linii dwu- i wielorzedowych z grupy kontrolnej (K) w ukladzie dwoch
pierwszych zmiennych kanonicznych
Fig. 1. Distribution of two- and multi-rowed lines of the control group (K) in the two first canonical
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Rys. 2. Rozklad badanych linii dwu- i wielorzedowych z grupy z mutagenem (M) w ukladzie dwdch
pierwszych zmiennych kanonicznych
Fig. 2. Distribution of two- and multi-rowed lines of the group with mutagen (M) in the two first
canonical variables
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Dwie pierwsze zmienne kanoniczne wyjasniajg 73,06% i 87,2% calkowitej zmiennosci,
odpowiednio dla linii K i M. Na obydwu rysunkach lewg stron¢ ptaszczyzny zajmuja linie
dwurzedowe, a prawg wielorzedowe. W poréwnaniu z liniami K, linie M charakteryzuja
si¢ zdecydowanie bardziej widocznym rozdziatem mig¢dzy liniami dwu- i wielorzedowymi,
a takze odmiennym graficznym rozktadem linii na ptaszczyznie w obydwu grupach.
Wskazuje to na inny charakter zmienno$ci cech w poréwnaniach mi¢dzy grupami. W
grupie dwurzedowych linii K, najbardziej od pozostatych linii r6znig si¢ linie 24,201 1, a
w grupie M linie: 79, 72 1 86. W odniesieniu do wielorzedowych linii M charakteryzuja si¢
one wigkszym skupieniem przestrzennym anizeli linie K, a najbardziej od pozostatych linii
ro6znig si¢ linie 19 oraz 33. Znaczne zrdéznicowanie roslin jeczmienia uzyskanych po
dzialaniu mutagendéw w pordéwnaniu z kontrola, przedstawione w ukladzie dwodch
pierwszych zmiennych kanonicznych, uzyskali Rybinski i Adamska (2004).

Metode RAPD-PCR opracowana przez dwie niezalezne grupy badaczy (Williams i in.,
1990; Welsh i McClelland, 1990) wykorzystano do oceny zmiennosci genetycznej
mutantow na poziomie molekularnym. Jest to najprostsza w wykonaniu technika
pozwalajaca na szybkie wykrycie roznic w sekwencji DNA na obszarze calego genomu,
wykorzystujac polimorfizm losowo amplifikowanych fragmentow DNA (Baruaiin., 1993;
Hang i in., 2000, Kuczynska i in., 2001). Stosujac jedenascie starteroéw uzyskano 87
zamplifikowanych fragmentow DNA z ktorych 87,4% wykazywato polimorfizm. Srednia
liczba zamplifikowanych fragmentow wynosita wigc 7,9, natomiast $rednio 6,9
fragmentéw do uzytego startera wykazywalo polimorfizm (tab. 5).

Tabela 5
Wyniki analiz dla wybranych starteréw typu RAPD
Results of analysis for the chosen RAPD primers
Ogolna liczba fragmentéw Liczba polimorficznych
Numer startera Sekwencja 5’ — 3’ DNA fragmentow DNA
Primer name Sequence 5° — 3’ Total number of DNA Number of polymorphic
fragments DNA fragments

GS5 ACGGCGTATG 7 6
GS6 GGTCGGAGAT 11 11
GS7 CACTCTCCTC 10 9
GS 38 AAAGCTGCGG 4 4
GS9 TCATCCGAGG 7 6
GS 17 GGTGATCAGG 9 8
GS 22 GTCGCGGTCA 8 8
GS 32 GTAGACCCGT 6 5
GS 33 CCTTGACGCA 8 6
GS 43 CCCGAAGCGA 9 6
GS 52 GCGCATCAGA 8 7

Otrzymana liczba fragmentéw polimorficznych byta wyzsza anizeli uzyskana u odmian
jeczmienia ozimego (66,8%) przy wykorzystaniu 24 starterow (Kuczynska i in., 2003), a
takze wyzsza niz ulubinu gdzie przy wykorzystaniu 30 starterow liczba fragmentow
polimorficznych wynosita 39,7% (Przyborowski i Weeden, 2001). Analizujac paszowe i
browarne odmiany jeczmienia jarego takze przy zastosowaniu metody RAPD i 24
starterow uzyskano 149 zamplifikowanych produktoéw, z ktorych 45% byto polimorficzne
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(Kuczynska i in., 2001). Uzyskane wyniki reakcji RAPD-PCR dla kazdego z czterech
powtorzen danej linii byty identyczne jak i dla kazdego z uzytych starteréw. Hierarchiczne
grupowanie linii DH na podstawie podobienstwa genetycznego przedstawiono w formie
dendrogramu (rys. 3).

— ‘
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Rys. 3. Hierarchiczne grupowanie linii DH na podstawie podobienstwa genetycznego
Fig. 3. Hierarchical grouping of the DH lines on the basis of genetic similarity

Wspotezynniki podobienstwa genetycznego dla poszczegolnych linii okreslono wedlug
Nei’a. Wyliczone wspotczynniki poréwnano z dystansem fenotypowym (wyniki
doswiadczenia polowego) wyrazonym odleglo§ciami Mahalanobisa. Porownan dokonano
oddzielnie dla linii dwurzedowych (tab. 6) i wielorzgdowych (tab. 7) w formie
najdtuzszych i najkrotszych odlegto$ci migdzy parami linii. Dla form dwurzedowych
posrod pigtnastu porownywanych par o najwigkszym zroznicowaniu cech (najdtuzsze
odlegtosci) az jedenascie z nich dotyczyto linii, z ktérych jedna pochodzita z grupy K (nr
1-60) a druga z M (nr 61-96). W odniesieniu do linii wielorzedowych o najdluzszych
odlegtosciach, z wyjatkiem pary linii 19-60, wszystkie pozostate pary dotyczyty linii K
i M. Wyniki te wskazujg na wystapienie wigkszych réznic w zmiennos$ci cech migdzy
liniami K i M niz w obrgbie linii K lub M. Moze to wynika¢ z dzialania zastosowanego
mutagenu. Wyniki oceny dystansu fenotypowego nie korespondowaly jednoznacznie
z wyliczonym wspoélczynnikiem podobienstwa genetycznego.
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Tabela 6
Ocena podobienstwa miedzy dwurzedowymi liniami DH pod wzgledem analizowanych cech okreslona
na podstawie odleglo$ci Mahalanobisa oraz wspétczynnika podobienstwa genetycznego
Estimation of similarity between two-rowed DH lines for the analyzed traits calculated on the basis of
Mahalanobis distance and coefficient of genetic similarity

Wspotczynnik Wspotczynnik

Poréwnywane Najdtuzsze podobienstwa . . Najkrotsze podobienstwa

linie* odlegtosci enetycznego Poréwnywane linie odlegtosci enetycznego

. 8 genetyczneg Compared lines e genetyczneg
Compared lines | Longest distances Coefficient of Shortest distances Coefficient of
genetic similarity genetic similarity

1-72 25,19 0,58 7-8 2,45 0,66
24-86 24,53 0,61 14-35 2,57 0,61
24-72 24,20 0,57 75-76 2,67 0,81
1-24 23,27 0,67 2-8 2,79 0,59
1-26 22,67 0,70 35-93 2,85 0,74
1-87 22,18 0,62 70-71 3,01 0,78
1-11 21,70 0,64 71-94 3,04 0,68
1-94 21,52 0,70 11-87 3,11 0,55
1-69 21,46 0,64 14-93 3,16 0,64
1-12 21,41 0,68 7-18 3,32 0,62
24-94 21,37 0,68 87-94 3,37 0,68
1-93 21,31 0,63 2-7 3,49 0,50
1-86 21,29 0,66 11-93 3,50 0,69
24-71 21,18 0,70 7-11 3,69 0,73
1-39 21,06 0,67 71-87 3,71 0,63

*Linie o numerach 1 — 60 — grupa linii kontrolnych K (bez mutagenu); Lines with number 1-60 — control group K

Linie o numerach 61 — 96 grupa linii z mutagenem (M); Lines with number 61-96 — Group of lines with use of mutagen
M)

Wspolczynnik korelacji dla linii o najdtuzszych odlegtosciach: r = -0,662; Coefficient of correlation for lines with longest
distances: = -0.662

Wspotczynnik korelacji dla linii o najkrotszych odlegtosciach: r = -0,170; Coefficient of correlation for lines with shortest
distances: r=-0.170

Mimo uzyskania ujemnej korelacji migdzy nimi wskazujacej, ze w miar¢ wzrostu
dystansu fenotypowego zmniejszato si¢ podobienstwo genetyczne migdzy porownywa-
nymi liniami, warto§ci wspodtczynnika korelacji nie byly istotne. Mimo stabej korelacji
wyr6zni¢ mozna linie, ktore na obu poziomach zmiennosci charakteryzowaly si¢ niskim
stopniem podobienstwa migdzy soba jak np. linie 1 i 72 oraz 24 i 72 posrod linii
dwurzedowych i linie 48 i 96 w obrebie linii wielorzedowych. Nie mozna jednak
wykluczy¢, ze szerszy wybor analizowanych cech u linii ocenianych na poziomie
fenotypowym 1 trafniejszy doboér starteréw (lub raczej wybdr innej metody niz RAPD)
moglby wplyna¢ na wzrost wspomnianego wczesniej wspotczynnika korelacji. W bada-
niach Kuczynskiej i wsp. (2004) nad jeczmieniem, réwniez z wykorzystaniem metody
RAPD, wykazano niska, lecz statystycznie istotng korelacj¢ miedzy dystansem fenoty-
powym (odleglosci Mahalanobisa) a dystansem genetycznym.

Przeprowadzona analiza statystyczna linii z grupy kontrolnej K oraz linii M wskazuje
na wicksze zréznicowanie w grupie linii M. Stosujagc chemomutageny N-nitrso-N-
metylomocznik (MNU), oraz azydek sodu (NaNs) jak i wzajemne kombinacje obu
mutagenow, donorem mutacji w kulturach pylnikowych jeczmienia byty rosliny pokolenia
M, uzyskane po dziataniu mutagenem na ziarniaki (Szarejko i in., 1991).
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Tabela 7
Ocena podobienstwa miedzy wielorzegdowymi liniami DH pod wzgledem analizowanych cech okreslona
na podstawie odleglo$ci Mahalanobisa oraz wspétczynnika podobienstwa genetycznego
Estimation of similarity between multi-rowed DH lines for the analyzed traits calculated on the basis of
Mahalanobis distance and coefficient of genetic similarity

Wspotczynnik Wspotczynnik

Najdtuzsze podobienstwa Najkrotsze podobienstwa

Poréwnywane linie Poréwnywane linie

. odlegtosci enetycznego : odlegtosci enetycznego
Compared lines Longestgdistances éoefgcientgof Compared lines Shortestgdistances éoefgcientgof
genetic similarity genetic similarity

60-96 18,85 0,73 81-88 2,24 0,74
59-96 17,60 0,70 59-60 333 0,79
60-84 15,41 0,68 81-84 4,58 0,74
60-90 15,39 0,68 36-91 4,68 0,76
59-90 15,00 0,68 84-88 4,71 0,87
60-81 14,76 0,76 84-90 5,34 0,72
48-96 14,66 0,56 19-81 6,13 0,65
60-88 14,55 0,68 48-91 6,39 0,65
59-84 14,50 0,80 90-91 6,59 0,84
19-60 14,46 0,70 19-88 6,78 0,61
33-90 14,38 0,69 84-96 6,91 0,74
59-88 13,25 0,78 48-88 6,97 0,65
59-81 13,24 0,70 36-48 7,13 0,65
33-96 12,94 0,71 33-36 7,20 0,73
19-90 12,92 0,72 33-59 7,24 0,72

Linie o numerach 1 — 60 - grupa roélin kontrolnych (K), Lines with number 1-60 — control group (K)

Linie o numerach 61 — 96 - grupa roélin z mutagenem (M); Lines with number 61-96 — group of lines with use of mutagen
M)

Wspolczynnik korelacji dla linii o najdtuzszych odleglosciach: r = -0,219; Coefficient of correlation for lines with longest
distances: = -0.219

Wspotczynnik korelacji dla linii o najkrotszych odlegtosciach: r = -0,433; Coefficient of correlation for lines with shortest
distances: r=-0.433

Podobnie jak cytowani wyzej autorzy, wysoka czgstotliwo$¢ uzyskiwania mutantow
DH z wykorzystaniem kultury pylnikowej obserwowat Umba Di-Umba i1 wsp. (1991),
gdzie donorem mutacji byly rosliny pokolenia M;. W uzyskanym materiale pojawiaty si¢
mutanty kartowe, potkartowe oraz o pojedynczym zdzble. W badaniach Laib i wsp. (1996),
gdzie donorem mutacji w kulturze pylnikowej jeczmienia byly rowniez rosliny pokolenia
M, czestotliwosé uzyskiwanych mutantow wynosita 25%, a posrod homozygotycznych
mutantow wystepowaly siewki typu viridis, mutanty eceriferum, formy karlowe i
potkartowe. W przytoczonych wyzej pracach materiat wyjsciowy do indukowania mutacji
stanowily odmiany jeczmienia jarego. W prezentowanej przez nas pracy materiatem
wyjsciowym byly mieszance, a zastosowana metoda H. bulbosum umozliwita szybka
homozygotacje i utrwalenie zmienno$ci rekombinacyjnej. Na podstawie uzyskanych
wynikow wskazujacych na zwigkszenie zmiennosci w liniach DH uzyskanych po dziataniu
mutagenu (linie M) mozna wnioskowac, ze zmiennosci rekombinacyjnej towarzyszyta
dodatkowa zmienno$¢ mogaca wynika¢ z indukowania mutacji. Uzyskane w ten sposob
linie DH, prezentujace obydwa rodzaje zmienno$ci, mogg by¢ warto§ciowym, w petni
homozygotycznym materialem wyjSciowym w pracach hodowlanych nad jeczmieniem
jarym.
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WNIOSKI

Przedstawione wartosci Sredniego kwadratu wskazuja na statystycznie istotne
zroznicowanie analizowanych obiektow (linii DH). Wartosci $rednich dla
poszczegolnych cech z wyjatkiem wysokosci roslin byly wyzsze dla linii z grupy
z mutagenem, a zakres wartosci skrajnych (minimum-maksimum) dla niektorych cech
byl szerszy anizeli u linii w grupie kontrolnej. Uzyskanie form krotkostomych w grupie
linii z mutagenem wskazuje na efektywne dziatanie mutagenu w systemie uzyskiwania
linii DH, w tym wypadku w kierunku skrocenia dugosci zdzbta.

Graficzny obraz przestrzenny potozenia linii DH na ptaszczyznie w uktadzie dwoch
pierwszych zmiennych kanonicznych wskazuje na odmienne potozenie linii
w zaleznosci nie tylko od rzgdowosci klosa, ale takze w zaleznos$ci od tego czy obiekty
pochodzily z grupy kontrolnej czy z grupy z zastosowaniem mutagenu. Obserwowane
roéznice wynika¢ mogg ze zmian wartosci badanych cech wywotanych aktywnoscia
mutagenu w systemie DH.

Wykorzystanie techniki RAPD z uzyciem jedenastu starterow pozwolito uzyskaé 87
zamplifikowanych fragmentéw DNA, z ktorych 87,4 % wykazywato polimorfizm przy
srednio 7,9 fragmentach w przeliczeniu na starter i 6,9 fragmentach wykazujacych
polimorfizm w stosunku do uzytego startera.

Mimo uzyskania ujemnej zaleznos$ci miedzy dystansem fenotypowym, wyrazonym
odleglosciami Mahalanobisa, a warto$cia wspotczynnika podobienstwa genetycznego,
uzyskana korelacja byla nieistotna. W poréwnaniach wielu par linii zmienno$¢ na
poziomie fenotypowym nie korespondowata ze zmiennos$cig analizowang na poziomie
molekularnym. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze szerszy zakres analizowanych cech
jak i trafniejszy dobor starteréow a gldwnie wybor innej metody niz RAPD pozwolitby
uzyska¢ wyzszy i istotny wspotczynnik korelacji migdzy obydwoma analizowanym
poziomami zmiennosci.

Wigksze zréznicowanie linii DH uzyskanych z wykorzystaniem mutagenu w porow-
naniu z liniami kontrolnymi, wykazane na poziomie fenotypowym i w mniejszym
stopniu na poziomie molekularnym wskazuje, ze zmienno$ci rekombinacyjne;
utrwalonych mieszancéw DH towarzyszy dodatkowa zmienno$¢ mogaca wynikaé
z efektéw mutacyjnych wywolanych dziataniem mutagenu.
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