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Zrdéznicowanie nagoziarnistych mutantow
jeczmienia jarego (Hordeum vulgre L.)
na poziomie fenotypowym i molekularnym

Variability of hull-less barley mutants (Hordeum vulgare L.) at the phenotypic
and molecular levels

Celem pracy bylo okreslenie zmiennosci genetycznej cech u uzyskanych mutantow w poréwnaniu
do ich formy wyjsciowej zardwno na poziomie fenotypowym jak i molekularnym. Materiat wyjsciowy
do badan stanowily nagoziarniste mutanty jeczmienia jarego uzyskane na drodze sztucznego
indukowania mutacji wykorzystujac w tym celu ziarniaki nieoplewionej formy 1N/86. Czynnikiem
mutagenicznym byly chemomutageny a analiz¢ cech fenotypowych i plonotwoérczych u uzyskanych
mutantéw prowadzono na podstawie doswiadczenia polowego. Zrdznicowanie genetyczne mutantow
w porownaniu zich forma wyjsciowa opracowano przy wykorzystaniu wielocechowych metod
statystycznych oraz metod molekularnych. (reakcja RAPD-PCR). Analiza statystyczna wynikow
z do$wiadczenia polowego wykazata, ze w pordwnaniu z forma wyjsciowa mutanty charakteryzowaty
si¢ szerokim spektrum zmiennosci badanych cech. W badaniach molekularnych, na podstawie wartosci
podobienstwa genetycznego wyodrebniono mutanty o najwickszym jak i najmniejszym podobienstwie
genetycznym w porownaniu zich forma wyjsciowa. Obliczone wspoélczynniki podobienstwa
genetycznego wedhug Nei’a postuzyly do hierachicznego pogrupowania badanych obiektow. Wyniki
pogrupowania przedstawiono w formie dendrogramu. W oparciu o wartosci obliczonego dystansu
fenotypowego (odlegtosci Mahalonobisa) i genetycznego okre$lono ich korelacje a takze wyrézniono
mutanty o najmniejszym podobienistwie do swej formy wyjsciowej na obu badanych poziomach
zmiennosci.

Stowa Kkluczowe: jeczmien nieoplewiony, mutanty, zmienno$¢ genetyczna cech, podobienstwo
genetyczne, RAPD

The aim of the study was estimation of genetic variability in hull-less barley mutants as compared
to their initial form at the phenotypic and molecular levels. Material for the performed studies
constituted hull-less barley mutants obtained as a result of mutagenic treatment of grain of hull-less
spring barley line — 1N/86. Two chemomutagens were the mutagenic agents. The phenotypic as well
as yield structure traits of the mutants were analyzed on the ground of performed field trial. Genetic
variations of the mutants, in comparison to their initial line, were elaborated with the use of multivariate
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statistics methods and the RAPD molecular method. Statistical analysis of the obtained results indicated
that the mutants were characterized by broad spectrum of variation, as compared to the initial line. On
ground of the molecular study, the calculated genetic similarity coefficients allowed to select the
mutants with the greatest and smallest genetic similarity to the initial line. Genetic similarity was
estimated according to the formula given by Nei and the results were used for hierarchical grouping of
the analyzed mutants. A result of the grouping was presented on the dendrogram. With the use of
calculated phenotypic and genetic distances their correlation coefficient was estimated. As final results,
the mutants were chosen with the lowest similarity to the initial line, on the both analyzed levels
(phenotypic and molecular).

Key words: hull-less barley, genetic variation, genetic similarity, mutants, RAPD
WSTEP

Glownym celem hodowli roslin jest wprowadzenie do produkcji nowych odmian
dajacych korzystne efekty gospodarcze, jak wyzsza plenno$¢, mniejsza kosztochtonnosé
uprawy, lepsze parametry technologiczne i niezawodnos¢ (Czembor, 1989, 1997). Posrod
oplewionych gatunkow zbdz uprawianych w Polsce coraz wigkszego znaczenia
gospodarczego nabierajg ich formy nagoziarniste. W krajowym Rejestrze posrod 37
odmian jgczmienia jarego uprawianych na powierzchni ok. miliona ha, znajdowata si¢
jedna odmiana nieoplewiona. W roku 1999 zespdt Prof. Czembora z IHAR Radzikow
zarejestrowal nowa polska odmiane nagoziarnistg Rastik o dobrej plennosci 1 wysokich
warto$ciach zywieniowych. Wsrod 25 odmian owsa uprawianych na powierzchni okoto
550 tys. ha sg dwie odmiany nieoplewione Akt i Polar (Kolasinska i Boros, 2003). Nowe
odmiany nagoziarniste poprzez uzyskanie redukcji wtokna, wysokiej zawartosci biatka
o korzystnym sktadzie aminokwasowym, a w przypadku owsa o zwigkszonej ilosci
warto$ciowego tluszczu, znajduja zastosowanie w zZywieniu zwierzat monogastrycznych
oraz przemysle spozywczym.

Oplewienie ziarniakow to okoto 10%—13% suchej masy ziarniaka (Bhatty i in., 1975).
Poniewaz glownymi komponentami tuski sg celuloza, hemiceluloza, ligniny i pektyny
(Bhatty, 1993) odmiany nagoziarniste charakteryzujg si¢ redukcjg zawarto$ci wiodkna
i wzrostem zawarto$ci skrobi (Yang iin., 1997), co w zwigksza strawno$¢ i wartosé
pozyskiwanej energii u zwierzat monogastrycznych (Beames iin., 1996). Jeczmien
nagoziarnisty jest tez coraz szerzej wykorzystywany w przemysle spozywczym (Bhatty,
1996; Bhatty i Rossnagel, 1998), zwtaszcza w produkcji kaszy (Bhatty, 1997).

Brak oplewienia jest uwarunkowany pojedynczym recesywnym genem nud (inne
symbole genu k, n, s lub /) zlokalizowanym blisko centromeru na dlugim ramieniu
chromosomu 1 (7H), (Gérny 2004). Ekspresja tego genu uniemozliwia trwate przyleganie
plewki do ziarniaka redukujac tym samym zawarto$¢ trudno rozpuszczalnego wiokna (Xue
iin., 1997).

Nago$¢ ziarna jest cecha bardzo stabilng — warunki $rodowiska maja tu znikomy
wplyw na jego ekspresje (Gorny, 2004). Znacznej zmiennosci podlega jednak plonowanie
form nieoplewionych a z reguty ich plon jest zwykle o 15-35% nizszy od plonu odmian
oplewionych, przy stabszym krzewieniu produktywnym i wyzszej o 20-25% masie 1000
ziaren (Dziamba i Rachon, 1988, Paris, 1999). Ponadto wedtug Kolasinskiej i Boros (2003)
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odmiany nieoplewione wnoszg niepozadane problemy zwigzane z warto$cig siewng ziaren.
Wspomniani autorzy sugeruja, ze budowa nasienia, brak plewek sprawia, ze ziarniaki nagie
sg bardziej narazone na uszkodzenia (np. w czasie zbioru, czyszczenia) niz oplewione.

Mimo niewatpliwych zalet jeczmienia nagoziarnistego jego szersze wprowadzenie do
uprawy ogranicza nizsza zdolno$¢ plonowania (obnizenie parametrow struktury plonu)
w poréwnaniu z formami oplewionymi (Bhatty, 1986), a takze obserwowana negatywna
korelacja migdzy zawartoscig biatka a plonem ziarna. Jednym z warunkéw zmiany tej
sytuacji jest poszerzenie zmienno$ci genetycznej cech uform nieoplewionych,
wykorzystujac w tym celu nie tylko efekty rekombinacji, ale takze indukowane mutacje.

Efektywng metodg poszerzenia zmiennosci genetycznej cech uroslin uprawnych
okazuje si¢ indukowanie mutacji (Rybinski iin., 1993; Akhuary iin., 1996; Arumugan
iin.,, 1997). Zuwagi na zalety jg¢czmienia nieoplewionego w porownaniu z formami
oplewionymi podj¢to prace nad uzyskaniem mutantow nagoziarnistych jeczmienia jarego.
Celem pracy bylo okreslenie zmienno$ci genetycznej cech uuzyskanych mutantow
w porownaniu do ich formy wyjsciowej zarowno na poziomie fenotypowym jak
i molekularnym.

MATERIAL I METODY

Materiat wyjsciowy do indukowania mutacji stanowily ziarniaki nagoziarnistego rodu
hodowlanego 1N/86. W wyniku traktowania ziarniakéw chemomutagenami — N-nitroso-
N-metylomocznika (MNU) oraz azydku sodu (NaNs) uzyskano pokolenie M, ktorego
ziarniaki postuzyty do uzyskania pokolenia M, gdzie prowadzono wybor mutantow.
W pokoleniu M3 potomstwo kazdego z mutantow wysiewano wraz z formg wyjsciowa
w doswiadczeniu polowym w celu potwierdzenia czy wybrane w pokoleniu M,
i zmienione w stosunku do kontroli rosliny utrzymuja swag zmienno$¢ o charakterze
mutacji. Po kolejnych rozmnozeniach wybrano 30 zmutowanych form, ktére pod
wzgledem ich morfotypu izdolnosci plonowania istotnie roznity si¢ od swej formy
wyjéciowej 1N/86. Material ten oraz odmiana wyjsciowa stanowily obiekty do
doswiadczen polowych prowadzonych na Polu Do$wiadczalnym IGR PAN w Cerekwicy.
Doswiadczenia zaktadano metodg blokow losowanych w trzech powtérzeniach. Wysiew
prowadzono umieszczajac ziarniaki na poletku o dtugosci i szerokos$ci metra w rozstawie
15 x 5 cm. W okresie wegetacji prowadzono obserwacje wzrostu i rozwoju roslin a po ich
zbiorze (po 15 roslin z kazdego poletka 1 powtorzenia) oceniano wysoko$¢ roslin, dlugosé
ktosa, liczbe ktosow z rosliny, liczbe 1 masg ziaren z ro$liny, mas¢ 1000 ziaren. Uzyskane
wyniki opracowano statystycznie okreslajac wartosci srednich, wspolczynniki zmienno$ci
i odchylenie standardowe. Oceng¢ i wyniki testowania poréwnan S$rednich dla kazdej
z badanych cech migdzy formg wyjsciowa a mutantami przestawiono w formie kontrastu
(Calinski iin., 1976; Ceranka iin., 1977). Podobienstwo poszczegdlnych mutantow
w stosunku do ich formy wyjsciowej pod wzgledem wszystkich badanych cech tacznie
wyrazono wartosciami odlegtosci Mahalanobisa. Rozklad $rednich dla badanych cech
mutantéw i formy wyjsciowej przedstawiono w uktadzie dwoch pierwszych zmiennych
kanonicznych. Zwarto$¢ biatka w ziarniakach oznaczano metoda Kjeldahla.
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Uzyskane z doswiadczenia polowego ziarniaki wysiewano w szklarni do doniczek.
DNA mutantow iich formy wyjsciowej 1N/86 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 prowadzono
dla dziewigciu 10 nukleotydowych starteréw, wybranych wczesniej posrod 300 o losowej
sekwencji. Reakcj¢ 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). Kazda
reakcje przeprowadzono oddzielnie dla czterech losowo wybranych siewek mutanta i ich
formy wyjsciowej. Elektroforez¢ fragmentéw prowadzono przez 2,5 godziny pod
napigciem 100 V w 1,5% zelu agarozowym zawierajgcym bromek etydyny w stezeniu 0,5
mg/L (Kuczynska i in., 2003).

Wspolczynniki podobienstwa genetycznego analizowanych mutantow okreslono
korzystajagc ze wzoru wedlug Nei’a i1 Li, (1979). Wyliczone wspotczynniki umozliwity
hierarchiczne grupowanie obiektoéw metoda $rednich potaczen, a wyniki przedstawiono
w formie dendrogramu.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wedhlug Campbell i wsp. (1994) indukowane mutacje i hodowla mutacyjna moze by¢
warto§ciowym uzupetnieniem konwencjonalnych metod hodowli i zosta¢ wykorzystana do
tworzenia dodatkowej zmiennoSci genetycznej. Wyniki przedstawione w tabeli 1
wskazuja, ze mutanty w poréwnaniu zich formg wyjSciowa charakteryzowaty si¢
poszerzeniem zmiennosci analizowanych cech. Posréd 30 mutantéw 25 z nich wyr6zniato
si¢ obnizeniem wysokosci roslin w poréwnaniu z forma wyjsciowa (ujemne wartosci
kontrastu). Najwigksza redukcja wysokosci przekraczajacg 15 cm charakteryzowaty si¢
mutanty M 62, M 46, M 2 i M 120. Wskazuje to na wysoka efektywno$¢ zastosowanych
mutagenow w indukowaniu redukcji dlugosci zdzbta. Potwierdzajg to badania Scholza
(1965) 1 Rybinskiego (1981), ktérzy po dziataniu mutagendow z wysoka czestotliwoscia
selekcjonowali krotkostome mutanty jeczmienia. W wielu wypadkach redukcji dlugosci
zdzbta towarzyszyto skrocenie dlugosci ktosa (u 17 mutantow). Analizujac elementy
struktury plonowania (liczba klosow z rosliny, liczba i masa ziarniakow z ro$liny i masa
1000 ziarniakéw) dla przewazajacej liczby mutantow uzyskano ujemne wartosci kontrastu.
Wskazuje to na obnizenie cech struktury plonu mutantow w porodwnaniu z ich forma
wyjsciowa. Mutanty zreguly charakteryzowaly si¢ gorszym rozkrzewieniem
produkcyjnym (mniejsza liczba klosow zrosliny), co wplywato na redukcje liczby
ziarniakow zrosliny. Wedlug Noworolnika i Leszczynskiej (2004) jedyna krajowa,
wysokowartosciowa nieoplewiona odmiana Rastik w poréwnaniu z odmianami ople-
wionymi odznaczata si¢ w do$§wiadczeniu mikropoletkowym wigkszym wypadaniem
roslin i stabszym rozkrzewieniem produkcyjnym a odmiany oplewione plonowaly istotnie
wyzej dzigki wigkszej liczbie ktosow (o 20%) na jednostce powierzchni. Rowniez dla
wigkszosci mutantow nizsza byta masa ziarniakéw z rosliny i masa 1000 ziarniakdéw, co
moglto mie¢ zwigzek zobserwowana redukcja diugosci klosa. Posréd analizowanych
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mutantow tylko dwa znich (M 13 i M 17) charakteryzowaly si¢ nieznacznie wyzszymi
w poréwnaniu z ich formg wyj$ciowa wartosciami cech struktury plonu.

Tabela 1

Ocena réznic fenotypowych miedzy mutantami jeczmienia jarego a ich forma wyjsciowa 1N86
The estimation of phenotypic differences between mutants and their initial form 1N86

Ocena kontrastu dla cech — Contrast estimation for traits Wartosci
. o liczba ktosow | liczba ziaren . masa 1000 .
wysokos¢ | dtugos¢ klosa 1 . masa ziaren z . statystyki F dla
Mutanty roélin (cm) (cm) z rosliny z rosliny ro$liny(g) zlaren (g) cech tacznie
Mutants . . spikes grains SUnyLs weight of T
plant height | spike length grain weight - Statistic value F
number per | number per 1000 grains L
(cm) (cm) plant plant per plant (g) (@) for traits jointly
M2-1N/86 -17,06%* -1,26 -0,13 -11,02 -1,40 -6,53 12,83%*
M6-1N/86 -13,36%* 0,06 -1,40%* -40,05%* -2,26%* 0,80 8,41%*
M13-1N/86 -0,33 0,53 0,26 1,10 0,32 1,33 0,33
M16-1N/86 -5,80%* -1,03 -1,20% -29,41* -2,40%* -5,50% 4,03%*
M22-1N/86 -8,20%* 0,60 -3,26%* -96,00%* -3,51%* -2,00 11,77%*
M26-1N/86 1,60 0,76 -1,13* -12,11 -0,80 -0,90 1,56
M28-1N/86 -10,40%* -0,03 -1,13* -60,52%* -4,29%* -13,8%* 12,40%*
M32-1N/86 -8,80%* 0,20 -2,53%* -72,84%* -4,18%* -5,23% 9,91**
M35-1N/86 -9,53%* 0,16 -1,46%* -37,60* -2,42%* -2,20 5,42%*
M46-1N/86 -16,7%* -0,63 0,06 -5,66 -1,26 -6,43% 12,18%*
MS52-1N/86 -11,0%* -0,30 -1,46%* -37,43* -3,63%* -10,03%* 11,17%*
M 53-1N/86 -1,93 0,76 -0,40 -5,30 -1,60 -10,13%* 4,19%*
MS58-1N/86 0,40 -2,40% -1,73%* -22,1 -3,72%* -18,13%* 19,00%*
M62-1N/86 -15,80%* 0,00 -3,53%* -74,52%* -6,11%* -20,33%* 33,28%*
M74-1N/86 -5,86%* -0,06 -2,20%* -42,64%* -4,03%* -13,80%* 13,20%**
M75-1N/86 -8,40%* -0,76 -1,26%* -14,02 -2,75%* -12,10%* 12,24%*
MS81-1N/86 -7,73%* -0,06 -2,53%* -51,83%* -4,36%* -14,16%* 14,72%*
M82-1N/86 -3,80 -0,03 -0,40 -26,85 -1,13 -3,86 2,49%
M84-1N/86 -11,20%* 0,96 0,23 11,19 -0,68 -6,56* 7,34%*
M102-1N/86 3,40 2,66** -2,60%* -22,03 -2,51%* -9,23%* 14,51%*
M103-1N/86 6,26%* 1,33 1,33%* 74,96%* 2,45%* -9,13%* 10,87**
M104-1N/86 -3,20 0,66 -1,40%* -14,31 -2,74%* -13,83%* 11,34%*
M105-1N/86 -0,73 1,90* -1,20% -3,32 -1,92% -11,43%* 9,62%+*
M117-1N/86 -1,66 -0,60 1,06* 14,84 0,97 0,26 1,34
M120-1N/86 -18,00%* -0,70 -1,60%* -60,85%* -4,87%* -13,43%* 20,82%*
MI121-1N/86 -5,06%* -1,13 -1,20% -17,74 -1,74% -5,33% 3,97**
M127-1N/86 -5,86%* -1,10 -0,86 -25,31 -2,88%* -10,73** 6,69%*
M139-1N/86 -7,73%* -1,26 -0,06 -14,40 -0,94 -0,73 2,85%
M141-1N/86 -5,46%* -0,56 0,13 -12,23 -0,39 -8,53%* 4,71%*
M142-1N/86 -9,00%* -0,16 0,40 32,1* 0,86 -5,83* 5,27**
Forma
wyjsciowa
IN/86 76,9 9,5 8,0 157,5 9,36 55,8 —
Initial form
IN/86
Wartosci krytyczne Foos =2,26
Critical values Foo1=3,14

*Istotne przy o = 0,05, Significant at o = 0.05
** Istotne przy o = 0,01, Significant at a = 0.01

Na mozliwos¢ uzyskania form niecoplewionych o korzystnych parametrach plonowania
wskazujg prace kilku autorow (Vaidya i Mahabalran, 1989; Eslick i in., 1990; El Sayed
iin.,, 2004), gdzie formy nagoziarniste plonowaly co najmniej na poziomie form
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oplewionych. Niektore charakteryzowaty si¢ o 12% wyzszym indeksem plonowania
(Nagy, 2003), a takze wykazywaly wyzsza tolerancj¢ na stresowe czynniki srodowiska
(Thair i Shevstsov 1994) ilepszg warto$¢ zywieniowag ziarniakow (Bhatty 1986).
W poréwnaniu z jeczmieniem oplewionym jeczmien nagoziarnisty z reguly charakteryzuje
si¢ nizszym plonem ziarna (Harlan iin., 1940; Mc Guire i Hockett, 1981; Noworolnik
i Leszczynska, 2004) nawet o 15-35% (Dziamba i Rachon, 1988) przy redukcji
rozkrzewienia produkcyjnego (Paris, 1999), co obserwowano w prezentowanej pracy. Inni
autorzy upatruja przyczyn obnizenia plonu ziaren w zaburzeniu kloszenia (Choo 1iin.,
2001), wpltywie genu nagoziarnistosci na redukcje masy pojedynczego =ziarniaka
wyrazonego redukcja jego dtugosci do szerokosci o okoto 14% (Nam i Lee, 1990) przy
widocznym skroceniu dtugosci cztonéw osadki klosowej, czemu towarzyszyto skrocenie
dlugosci zdzbta (Takahaski iin., 1961). Ten ostatni efekt roéwniez obserwowano
u analizowanych w pracy mutantdw. Cecha nagos$ci ziarna jeczmienia kontrolowana jest
przez recesywne allele nud na chromosomie 7H, przy czym gen ten wplywa na inne cechy
a jego efekt nie zostat jeszcze w pelni poznany (Choo i in., 2001). Wedlug wspomnianych
wyzej autorow gen nud moze wykazywac pleiotropowy efekt w odniesieniu do plonowania
lub moze by¢ sprzezony z QTL dotyczacymi plonu ziarna.

Charakterystyke statystyczng mutantéw przedstawiono w tabeli 2. Najwyzszg warto$¢
odchylenia standardowego uzyskano dla liczby ziaren z rosliny a wspolczynnika zmien-
nosci dla liczby i masy ziaren ro$§liny. Najmniejszej zmiennosci podlegata cecha dtugosci
ktosa.

Tabela 2
Charakterystyka zmienno$ci cech mutantéw nagoziarnistych jeczmienia jarego
Characteristics of variation of hull-less barley mutants

Charakterystyka zmiennych — Characteristics of variables
Cechy , . . Lo odchylenie Wsp(')iczyn'n}k przedzial ufhosci
. $rednia| min. maks. |wariancja| standardowe zmiennosci
Traits . . . confidence
mean | min. max | variance standard coefficient of interval
deviation variation

Wysokos¢ rosliny 7044 57,00 8340 04063 637 9,05 69,13 71,76
Plant height (cm)
Dhugos¢ kiosa
Spike length (cm) 9,48 7,11 12,40 0,1877 1,37 14,45 9,20 9,76
Liczba klosow z rosliny 692 420 9,60  0,1609 1.26 18,14 6,73 725
Spikes number per plant
Liczba ziaren z osliny 137,99 70,6 2632 0,1202 34,68 25,13 130,84 145,13
Grains number per plant
Masa ziaren z rosliny 726 284 1324 04533 2,12 29,33 682  7.69
Grain weigth per plant (g)
Masa 1000 ziaren
Weight of 1000 grains (2) 52,13 33,10 64,30 0,3865 6,21 11,92 50,85 53,41

W poréwnaniu z innymi zbozami ziarniaki jgczmienia podobnie jak pszenicy zawieraja
srednio od 11%—12% bialka, czyli wigcej niz kukurydza (9,5%) iryz (7,5%) (Lockhart
i Hurt, 1986). Jgczmiona nieoplewione w poréwnaniu z oplewionymi majg zwykle
wigksza ogolng zawarto$¢ biatka przy jego korzystniejszym sktadzie aminokwasowym
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(Helm 1iin., 2004). Mimo zblizonej $redniej zawartosci biatka mutantow (16,98%)
w porownaniu zich forma wyjsciowa (16,85%) mutanty charakteryzowaly sie¢
poszerzeniem zmiennoS$ci tej cechy a jej zakres wynosit od 11,7% uM 52 do 22,82%
u mutanta M 102 (tab. 3).

Tabela 3
Zawarto$¢ bialka w ziarniakach nieoplewionych mutantéw jeczmienia jarego i ich formy wyjsciowej
1N/86 (kontrola)
Protein content in grain of hull-less spring barley mutants and their initial form 1N/86 (control)
Mutanty i ich forma wyj$ciowa Zawarto$¢ biatka w procentach suchej masy
Mutants and initial form Protein content in per cent of dry matter

M2 18,32

M6 18,41

M 13 15,83

M 16 14,75

M 22 16,33

M 26 18,84

M 32 20,18

M 35 17,73

M 46 15,63

M52 11,70

M 53 16,38

M 58 19,20

M 62 19,29

M73 19,18

M 74 18,76

M 75 16,64

M 81 15,80

M 82 15,47

M 102 22,81

M 103 18,20

M 104 19,93

M 105 18,51

M 120 15,73

M 121 12,37

M 127 17,15

M 139 14,45

M 141 12,34

M 142 15,71

1N/86 — kontrola (control) 16,85

U nagoziarnistych linii jgczmienia zawarto$¢ biatka wynosita od 13—14% (Abdel-Fattach
i El Sayed 2005) oraz 12,55-16,17%, przy zawartosci biatka u form oplewionych od 11,14
do 12,53% (Helm iin., 2004). Biatko charakteryzuje si¢ wysokg zawartoscig lizyny
(Shewry 1993), a jego zawartos¢ oraz zawarto$¢ wtokna pokarmowego obnizata si¢ wraz
ze wzrostem plonu ziarna, wskazujac na negatywna korelacje miedzy tymi cechami (Trop
iin., 1981). Dla oceny podobienstwa mutantow pod wzgledem badanych cech tgcznie
wyliczono odleglosci Mahalanobisa (tab. 4) Najbardziej podobnymi okazaly si¢ pary
mutantow: M 46 — M 2 oraz M 16 — M 121, a najbardziej zréznicowanymi: M 103 — M
62 orazM 117 — M 62.

Tabela 4
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Ocena podobienstwa miedzy mutantami pod wzgledem analizowanych cech okreslona na podstawie
odleglosci Mahalanobisa
Estimation of similarity between the mutants for the analyzed traits calculated on the basis
of Mahalanobis distance

Poréwnywane obiekty Najkrotsze odleglosci Poréwnywane obiekty Najdhuzsze odleglosci
Compared objects shortest distances Compared objects longest distances
M13 - M84 3,130 M58 — M2 10,314
M82 - M139 3,101 M58 — M6 10,205
M139 — M35 3,093 M62 - M16 8,109
M35 - M6 2,000 M74 -M13 8,505
M35 -Ml16 2,294 M82 — M62 10,920
Ml16 -MI121 0,955 M82 — M58 9,891
M16 - M127 2,010 M4 — M62 8,889
M127 — M52 2,457 M102 — M2 11,286
M52 - M28 2,814 M102 — M46 11,034
M28-M120 3,406 M102 - M6 9,833
M52 - M75 2,314 M102 — M82 9,185
M75 -M74 2,437 M103 - M62 13,787
M74 -M81 1,126 M103 — M46 11,074
MS81 — M62 4,377 M103 — M32 10,602
M74 - M104 2,171 M103 — M28 10,578
M104 — M58 3,611 M103 — M81 9,325
M104 - M105 1,775 MI117 — M62 13,295
M105-M102 3,201 M117 — M58 10,754
M105 -M103 5,751 M117 -M102 10,205
M127 — M53 2,579 M117 - M81 9,583
M53 - M141 2,433 M120 - M103 12,869
M141 -M142 2,217 M120 - M102 10,694
M142 -M84 2,192 M120 -M117 10,031
Mg84 — M46 3,244 M120-M13 9,946
M46 — M2 0,838 M120 — M58 9,241
M35 -M32 2,714 M139 — M62 10,625
M32 -M22 2,853 M139 -M102 9,659
M13 -MI117 1,834 M139 — M58 9,624

W poroéwnaniach mutantow zich formg wyj$ciowg (tab. 5) najmniejszym stopniem
podobienstwa charakteryzowaly si¢ mutanty M 62, M 120, M 58 oraz M &I.
Rozmieszczenie mutantéw u uktadzie dwoch pierwszych zmiennych kanonicznych pod
wzgledem kompleksu badanych cech przedstawiono na rysunku 1.

Metode RAPD-PCR opracowang przez dwie niezalezne grupy badaczy (Williams i in.,
1990; Welsh i McClelland, 1990) wykorzystano do oceny zmienno$ci genetycznej
mutantow na poziomie molekularnym. Jest to najprostsza w wykonaniu technika
pozwalajgca na szybkie wykrycie réznic w sekwencji DNA na obszarze calego genomu
wykorzystujac polimorfizm losowo amplifikowanych fragmentéw DNA (Barua in., 1993;
Hang iin., 2000; Kuczyfiska iin., 2001). Stosujagc dziewig¢ starterow uzyskano 55
zamplifikowanych fragmentoéw DNA, z ktérych 49,1% wykazywato polimorfizm. Srednia
liczba zamplifikowanych fragmentow wynosita wigc 6,1, natomiast §rednio 3,0 fragmenty
na starter byly polimorficzne. Otrzymana liczba fragmentoéw polimorficznych byta nizsza
anizeli uzyskana u odmian jgczmienia ozimego (66,8%) przy wykorzystaniu 24 starterow
(Kuczynska i in., 2003), lecz wyzsza niz u tubinu gdzie przy wykorzystaniu 30 starterow
liczba fragmentow polimorficznych wynosita 39,7% (Przyborowski i Weeden, 2001).
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Analizujac paszowe ibrowarne odmiany j¢czmienia jarego takze przy zastosowaniu
metody RAPD i 24 starterow uzyskano 149 zamplifikowanych produktow, z ktorych 45%
bylto polimorficzne (Kuczynska i in., 2001).

Tabela 5
Odleglosci Mahalanobisa oraz wspoélczynnik podobienstwa genetycznego miedzy mutantami a ich
forma wyjsSciowa 1N/86
The values of Mahalanobis distance and coefficient of genetic similarity between the initial form 1N/86
and the mutants

Rodzaj poréwnan Odlegtosci Mahalanobisa Wspolczynnik podobienstwa genetycznego
Pair compared Mahalanobis distance Coefficient of genetic similarity
IN/86-M62 12,033 0,816
IN/86-M120 9,518 0,868
IN/86-M58 8,092 0,929
IN/86-M81 8,003 0,875
IN/86-M102 7,945 0,894
IN/86-M74 7,578 0,920
IN/86-M105 7,482 0,860
IN/86-M2 7,471 0,805
IN/86-M28 7,344 0,907
IN/86-M75 7,298 0,916
IN/86-M 46 7,279 0,905
IN/86-M22 7,156 0,916
IN/86-M104 7,024 0,892
IN/86-M52 6,972 0,857
IN/86-M103 6,875 0,920
IN/86-M32 6,560 0,941
IN/86-M6 6,050 0,907
IN/86-M84 5,652 0,851
IN/86-M127 5,396 0,945
IN/86-M35 4,850 0,907
IN/86-M142 4,786 0,914
IN/86-M141 4,524 0,918
IN/86-M 53 4,271 0,867
IN/86-M16 4,198 0,902
IN/86-M121 4,154 0,905
IN/86-M139 3,524 0911
IN/86-M82 3,292 0,907
IN/86-M26 2,605 0,860
IN/86-M117 2,415 0,948
IN/86-M13 1,191 0,867
Wspolczynnik korelacji -0,303
Coefficient of correlation istotny dla poziomu P = 0,1; significant at level P = 0.1

Uzyskane wyniki reakcji RPD-PCR dla kazdego z czterech powtérzen danego mutanta
byty identyczne jak idla kazdego zuzytych starterow. Wspotczynniki podobienstwa
genetycznego wedlug Nei’a dla poszczegdlnych mutantow iformy wyjSciowej
przedstawiono w tabeli 5. Otrzymane warto$ci wspotczynnika dla par: mutant — forma
wyjsciowa byly podobne, co niewatpliwie wynika z faktu, ze mutanty maja ten sam
rodowod, ardznice wynika¢é moga tylko zefektu dziatania mutagenu. Najwickszym
podobienstwem pod wzglgdem genetycznym w pordwnaniu z forma wyjsciowa
charakteryzowaly si¢ mutanty M 32 i M 127. Najmniej podobnymi byty M 2, M 62, M 84
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iM 81, przy czym rdznica migdzy najwigksza a najmniejsza warto$cig wspolczynnika
podobienstwa genetycznego jest niewielka. W badaniach nad podobienstwem
genetycznym szes$ciu nieoplewionych i browarnych odmian jeczmienia stosowano pigé
starterow uzyskujac 34 fragmenty RAPD, azakres wspolczynnika podobienstwa
genetycznego wynosit od 0,53 do 0,85 (Kroth i in., 2005). Wykorzystujac pigc starterow
u nagoziarnistych odmian jeczmienia Giza 130 iGiza 131 uzyskano polimorficzne
fragmenty w metodzie RAPD a otrzymane wyniki wykazaly znaczne roznice genetyczne
miedzy analizowanymi odmianami (El-Sayed i in., 2004). Z kolei w badaniach odmian
browarnych, lecz oplewionych warto§¢ wspotczynnika byta zréznicowana w obrebie par
odmian i wynosita od 0,38 do 0,89 (Kuczynska i in., 2001).
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Rys. 1. Rozmieszczenie mutantoéw i ich formy wyjsciowej 1N/86 w ukladzie dwoch pierwszych
zmiennych kanonicznych pod wzgledem badanych cech
Fig. 1. Distribution of mutants and their initial form — 1N/86 in the space of two first canonical
variables for the analyzed traits
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Przedstawione wtabeli 5 wartosci odlegltosci Mahalanobisa oraz warto$ci
wspotczynnika podobienstwa genetycznego pozwolily na oceng uzyskanej zmiennosci
zardbwno na poziomie fenotypowym jak i molekularnym. Wspodtczynnik korelacji dla
warto$ci na obu poziomach zmiennosci byt stosunkowo niski i wynosit -0,303 wskazujac,
ze obserwowana zmienno$¢ na poziomie fenotypowym w ograniczonym stopniu znajduje
odzwierciedlenie w zmianach w DNA. Mimo stabej korelacji wyr6zni¢ mozna mutanty,
ktore na obu poziomach wykazuja niski stopien podobienstwa do ich formy wyjsciowej (M
2, M 62, M 81 i M 120). Nie mozna jednak wykluczy¢, ze szerszy wybor analizowanych
cech mutantow ocenianych na poziomie fenotypowym i trafniejszy dobodr starterow
moglby wplynaé na wzrost wartosci wspotczynnika korelacji. W badaniach Kuczynskiej
iin. (2004) nad jeczmieniem jarym z wykorzystaniem metody RAPD wykazano rowniez
niska, lecz statystycznie istotng korelacj¢ miedzy dystansem fenotypowym (odlegtosci
Mahalnobisa) a dystansem genetycznym.
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Podobienstwo genetyczne — Genetic similarity

Rys. 2. Hierarchiczne grupowanie mutantow na podstawie podobienstwa genetycznego
Fig. 2. Hierarchical grouping of mutants on the basis of genetic similarity
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Prezentowany dendrogram (rys. 2) wykonany na podstawie wspotczynnikow
podobienstwa genetycznego nie pozwala na wyrdznienie wyraznych skupien mutantow.
Moze to wskazywa¢ na mato zréznicowang pulg genéw mutantow w odniesieniu do zmian
wywotanych dzialaniem mutagendéw. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze uzyskana liczba
polimorficznych fragmentow DNA okazuje si¢ niewystarczajaca do wykazania rdznic
miedzy mutantami oraz migdzy mutantami aich formg wyjSciowa na poziomie
molekularnym. Na rysunku 3 przedstawiono przyktadowy foliogram obrazujacy rozdziat
zamplifikowanych fragmentow DNA badanych obiektow, otrzymany w wyniku
zastosowania startera 1 (5’-GTGCCTAACG-3").

WZOorzec wzorzec
wielkosci M2 M6 M13 M16 M22 M26 M28 M32 M35 M46 M52 MS53 M58 M62 M74 M75 wielkosci

BRI
nnt
wnee

PR
LIl D
(NN B RN

3 2 AR
LTINS

wzorzec MS81 M82 MS8§4 M102 M103 M104 M105 M117 M120 M121 M127 M139 M141 M142 0-1N/86 wzorzec

wielko$ci wielko$ci
standard standard
ladder ladder

Rys. 3. Wyniki rozdzialu fragmentéw RAPD dla analizowanych mutantéw jeczmienia jarego
uzyskanych z zastosowaniem startera 1 (5>-GTGCCTAACG-3’)
Fig. 3. Results of RAPD analysis for the studied barley mutants with the primer 1 (5>-GTGCCTAACG-3’)
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WNIOSKI

1. Mutageneza okazatla si¢ efektywnag metodg zwigkszenia zmiennosci genetycznej cech
u jeczmienia nagoziarnistego 1N/86.

2. Wigkszo$¢ mutantow w porownaniu zich forma wyjSciowa charakteryzowata si¢
obnizong wysokoscig roslin, krotszym klosem, nizszymi parametrami struktury plonu
a zwlaszcza obnizong masg 1000 ziaren. Kilka mutantéw pod wzgledem cech struktury
plonu nie odbiegalo istotnie od formy wyjsciowe;.

3. Zastosowane chemomutageny wywotlaly poszerzenie zakresu zmiennos$ci zawartosci
biatka w ziarniakach mutantow w poréwnaniu z ich formg wyj$ciowa. Mimo zbliZonej
sredniej zawarto$ci bialka u odmiany wyj$ciowej i mutantow (16,85 1 16,98%) zakres
zmiennosci tej cechy dla mutantow wynosit od 11,7 do 22,8%.

4. Uzyskany polimorfizm fragmentow DNA nie pozwolit na wyodrgbnienie
zdecydowanych grup mutantow réznigcych si¢ znaczaco na poziomie molekularnym
a zroznicowanie wspolczynnikow podobienstwa migdzy poszczegdlnymi mutantami
aich formg wyjsciowa byto niewielkie. Stosunkowo niski wspolczynnik korelacji
migdzy zmienno$cia na poziomie fenotypowym (odlegltosci Mahalanobisa)
i molekularnym (wspotczynniki podobienstwa genetycznego) wynoszacy -0,303
wskazuje na slaby zwigzek miedzy zmienno$cig obserwowang na poziomie
fenotypowym i molekularnym.
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