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Badanie samoniezgodnosci oraz podobienstwa
genetycznego zréznicowanych genotypowo form
lucerny (Medicago sativa L.)

The study of self-incompatibility and genetic similarity of genetically differentiated
forms of alfalfa (Medicago sativa L.)

Celem pracy bylo okreslenie podobienstwa genetycznego 16 zrdznicowanych populacji lucerny za
pomoca markerow molekularnych RAPD — PCR oraz ocena stopnia ich samoniezgodnos$ci. Badane
obiekty utworzyly cztery grupy podobienstwa genetycznego, ktére wynosito od 42% do 75%.
Populacje o podobnym stopniu samoniezgodnosci nie znalazty si¢ w tej samej grupie podobienstwa
genetycznego. W celu zbadania samoniezgodnosci obserwowano wnikanie tagiewek pytkowych do
zalazni przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego. Na tej podstawie wyrdzniono 4 populacje
o wysokiej samoniezgodnosci (populacja Syn 7-3, linia F, mieszaniec F X Bjo, mutant ‘¢f’) i 5 populacji
o niskiej samoniezgodnosci (populacja Syn 9-3, linia Bio, mieszaniec Bio x F, odmiana Ulstar i mutant
‘Ip).

Stowa kluczowe: lucerna, samoniezgodnos$¢, markery RAPD, podobienstwo genetyczne

The study purpose was to analyse genetic similarity between 16 populations of alfalfa using RAPD
molecular markers and to describe their self-incompatiblity. The examined objects formed four groups
of genetical similarity, which ranged from 42% to 75%. The populations with similar level of self-
incompatibility were not in the same group of genetical similarity. To study the self-incompatibility
effects, penetration of pollen tubes into the ovaries was observed with the use of fluorescence
microscope. According to this, four populations with high self-incompatibility (population Syn 7-3,
line F, hybrid F x Bio, mutant ‘#’) and five populations with low self-incompatibility (population Syn
9-3, line Bio, hybrid Bio x F, Ulstar and mutant ‘/p’) were distinguished.

Key words: alfalfa, self-incompatibility, RAPD markers, genetic similarity
WSTEP

Lucerna jest jedng z bardziej cenionych wieloletnich roslin pastewnych, dostarczajaca
bardzo duza ilo$¢ suchej i zielonej masy z hektara. Zielona masa z lucerny cechuje si¢
wysoka zawartoscig sktadnikow pokarmowych, w tym biatka, ktoére odznacza si¢ ponadto
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bardzo korzystnym skltadem aminokwasowym. Wysoka wartos¢ biatka zawartego
w lucernie daje powody, aby rozpatrywacé ja jako bardzo wazny element przy produkcji
pasz. Powierzchnia uprawy lucerny w Polsce ulega, w zaleznosci od roku, do$¢ znacznym
wahaniom. Przeszkoda ku szerszemu rozpowszechnieniu upraw lucerny jest brak nasion.
Szacuje si¢, ze zaledwie 5% zapotrzebowania na nasiona pokrywa produkcja krajowa,
pozostate 95% pochodzi z importu. Z tego wzgledu poszukiwania genotypow i odmian
o dobrym wigzaniu nasion wydaja si¢ uzasadnione.

Plon nasion u lucerny zalezy w znacznym stopniu od warunkow klimatycznych. Bardzo
duzy wplyw ma zwlaszcza temperatura iczas nastonecznienia oraz suma opadow
w okresie kwitnienia, wigzania idojrzewania strgkow. W niekorzystnych warunkach
klimatycznych obserwowaé¢ mozna wzrost liczby samozapylen kwiatow, co moze
spowodowa¢ mniejszg liczb¢ zawigzywanych nasion (Bodzon, 2005). Stopien
samozgodnosci, a za tym frekwencja samozapylen uwarunkowana jest rowniez wlasci-
wosciami danego genotypu.

W niniejszej pracy zbadano samoniezgodno$¢ 16 zréznicowanych populacji lucerny
oraz okreslono ich podobienstwo genetyczne przy uzyciu markerow molekularnych
RAPD. Przeprowadzone badania mialy na celu rowniez sprawdzenie, czy genotypy
o podobnym stopniu samoniezgodno$ci znajda si¢ wtej samej grupie podobienstwa
genetycznego.

MATERIAL I METODY

Materiat roslinny stanowito 16 populacji lucerny siewnej (Medicago sativa L. sl.),
pochodzace ze zbioréw Katedry Genetyki i Hodowli Roslin Akademii Rolniczej
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, pokolenie wsobne S5 (Bio, F);

— 2 mieszance pojedyncze (Biox F, F x Byo);

— 3 mutanty: ‘lp’ - dlugogroniasty, ‘br’ - wiechowaty, ‘¢f’ — samokonczacys;

— odmiana Ulstar — dtlugogroniasta odmiana syntetyczna, wyhodowana przy udziale
mutanta ‘/p’.

Kazdy zbadanych obiektow reprezentowany byt przez 10 roslin, rosngcych
w warunkach szklarniowych. Do obserwacji wzrostu tagiewek pytkowych pobierano
kwiaty, na ktorych dokonywano zapylenia pytkiem innej rosliny pochodzacej z tego
samego obiektu (zapylenie siostrzane). Zapylenia te powtarzano 6 razy dla kazdego
z czterech wariantow czasowych (4, 8, 24 148 godzin). Kwiaty po zapylaniu utrwalano
w utrwalaczu przygotowanym z alkoholu etylowego, chloroformu ikwasu octowego
(6:3:1). Nastepnie wypreparowano stupki z kwiatow, macerowano je w NaOH, a nastgpnie
barwiono blekitem anilinowym i zamykano preparaty gliceryng. Obserwacje prowadzono
przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego. Na obserwowanych preparatach liczono
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liczbe tagiewek na znamieniu stupka (czyli liczbe kietkujacych ziaren pytku), liczbe
lagiewek w szyjce stupka, w zalgzni oraz liczbe tagiewek wnikajacych do zalazkow.

Otrzymywanie marker6w molekularnych RAPD (Random Amplified

Polymorphic DNA)

Genomowy DNA z badanych genotypoéw lucerny izolowano zmodyfikowang metoda
Thompsona i Henry’ego (1995). Dyski lisciowe o powierzchni 2 mm? traktowano 200 pl
buforu TPS o sktadzie: 100 mM Tris HC1 o pH 9,5; 1 M KCI; 10 mM EDTA. Inkubacje
przeprowadzono w probowkach Eppendorfa, w tazni wodnej w temperaturze 95°C przez
15 minut.

Reakcjg tancuchowa polimerazy (PCR) przeprowadzono w objetosci 12,5ul mieszaniny
o sktadzie: woda dejonizowana; 1 M Tris HCl o pH 8,3; 25 mM MgCl,; BSA; 2 mM dNTP;
starter — Spmoli/ul; Taq polimeraza — 5U/ul, ekstrakt DNA — 25 ng/ul. Taq polimeraza
pochodzita z firmy MBI-Fermentas, pozostate odczynniki pochodzity z firmy SIGMA.

Amplifikacj¢ DNA przeprowadzono za pomocg termocyklera T3 Biometra firmy
Polygen. Po wyjeciu prob z termocyklera do kazdej z nich dodano 1 ul barwnika (btekit
bromofenolowy; sacharoza; woda dejonizowana)

Elektroforeze produktow amplifikacji przeprowadzono w 1,5% zelu agarozowym
o sktadzie: 1,5 g agarozy; 100 ml buforu TBE1 x (10,8 g Tris base; 5,5 g kwas borowy;
4 ml 0,5 M EDTA pH 8§,0); 1 ul bromku etydyny.

Analiza umozliwiajaca okreslenie podobiefistwa pomigdzy badanymi populacjami
lucerny w formie dendrogramu zostata sporzadzona przy uzyciu programu komputerowego
UVIMAP wykorzystujacego funkcje Nei i Li (1979).

GS = 2nxy ’
(nx +ny)
gdzie:
2 nxy = liczba prazkow w obu genotypach,
nx 1 ny to liczba prazkow charakterystycznych dla danego genotypu,
warto$¢ GS jest indeksem podobienstwa pomigdzy dwoma badanymi genotypami.

WYNIKI

Przeprowadzone obserwacje lagiewek pytkowych wykazaty, ze ich kietlkowanie na
znamieniu nastgpuje juz po 4 godzinach od momentu zapylenia. Po 8 godzinach
w wickszosci przypadkow obserwowano lagiewki w szyjce, a uniektorych obiektow
w zalazni. Wnikanie fagiewek do zalgzkow nastgpowato przewaznie po 24 godzinach.
Liczenie lagiewek na znamieniu po 48 godzinach byto dos$¢ utrudnione, gdyz po takim
czasie fluoryzuja one na znamieniu bardzo stabo, podczas gdy w glebszych partiach stupka
sa dobrze widoczne.

Liczba kielkujacych tagiewek obserwowanych na znamieniu slupka zmieniala si¢
w zaleznosci od czasu, jaki mingt od zapylenia. W preparatach przygotowanych ze shup-
kow utrwalanych po 4 godzinach od zapylenia liczba fagiewek byta niewielka, wahata si¢
od 2,8 sztuk ulinii F do 12,4 sztuk u linii Bjo (rys. 1). Po 8 godzinach od zapylenia
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najwicksza liczbe lagiewek obserwowano u linii B (23,4) oraz u mieszanca Bio x F (23,8).
Najwiekszg liczbe kietkujacych ziaren pytku obserwowano po 24 godzinach od zapylenia
wahata si¢ ona od 36,2 u mieszanca Bio x F do 6,8 u populacji Syn 7-3 oraz linii F.

Liczba tagiewek na znamieniu stupka - Number of pollen tubes on the stigma
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Rys. 1. Liczba lagiewek na znamieniu slupka (liczba kielkujacych ziaren pylku) obserwowanych
w roznych odstepach czasowych od momentu zapylenia
Fig. 1. Number of pollen tubes on the stigma (number of germinating pollen grains) observed
after different time periods from the pollination

Liczba tagiewek w szyjce slupka byla najnizsza w preparatach sporzadzonych po 4
godzinach od zapylenia — w populacji Syn 7-3, linii F imieszanca F x Bjo nie
zaobserwowano ich w ogole, najwigcej pojawito si¢ u mieszanca Bigx F — 7,8 (rys. 2). Po
8 godzinach ich liczba byta wyzsza — od 0,2 u populacji Syn 7-3 do 11,2 u mutanta ‘Ip’.
Po 24 godzinach najmniejsza liczbe tagiewek obserwowano u linii F — 0,2, najwigksza
u linii Bjo — 11,8. Najwigksza liczbe tagiewek w szyjce stupka obserwowano po 48 go-
dzinach; wahata si¢ ona od 0,2 u linii F i mieszanca F x B¢ do 24,6 u mieszanca Biox F.

Liczba tagiewek w zalazni obserwowana w preparatach przygotowanych ze stupkow
utrwalanych po 4 godzinach od zapylenia byta niska — u wigkszo$ci obiektow nie
zaobserwowano ich w ogole, oprocz linii Big (0,2) oraz mieszanca Biox F (0,4) (rys. 3). Po
8 godzinach od zapylenia u odmiany Du Puits nie zaobserwowano lagiewek w zalgzni,
natomiast najwigksza ich liczba byta u linii Big — 5,4. Po 24 godzinach liczba tagiewek
wnikajacych do zalazni wynosita od 0,4 u linii F do 11,8 u linii Bio. Najwigcej tagiewek
w zalgzni obserwowano po 48 godzinach od zapylenia. Liczba ta wahata si¢ od 0,8
u populacji Syn 7-3 do 11,6 u mieszanca Bjo X F.

208



Zbigniew Broda ...

Liczba tagiewek w szyjce shupka
Number of pollen tubes in the upper part of pistil
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Rys. 2. Liczba lagiewek w szyjce stupka obserwowanych w réznych odstepach czasowych od momentu
zapylenia
Fig. 2. Number of pollen tubes in the upper part of pistil after different time periods from the
pollination

Liczba tagiewek w zalazni
Number of pollen tubes in the ovary
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Rys. 3. Liczba lagiewek w zalazni obserwowanych w réznych odstepach czasowych od momentu
zapylenia
Fig. 3. Number of pollen tubes in the ovary after different time periods from the pollination

W preparatach przygotowanych ze shupkéw utrwalanych po 4 18 godzinach od

zapylenia w ogole nie obserwowano wnikania tagiewek do zalazkow (rys. 4). Pojedyncze
wnikajace tagiewki zaobserwowano po 24 (ekotyp 212, odmiana Du Puits, odmiana Ulstar
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oraz mutant ‘/p’) oraz 48 godzinach (populacja Syn 7-3, odmiana Du Puits, linia By oraz
mieszaniec Biox F).

Liczba tagiewek wnikajacych do zalazkéw
Number of pollen tubes penetrating to the ovules
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Rys. 4. Liczba lagiewek wnikajacych do zalazkéw obserwowanych w réznych odstepach czasowych
od momentu zapylenia
Fig. 4. Number of pollen tubes penetrating to the ovules after different time periods from the
pollination

Sposrod badanych obiektow cztery wykazaty duzy stopien samoniezgodnoSci:
populacja syntetyczna Syn 7-3, linia F, mieszaniec F x Bjo, mutant ‘#f’. W przypadku tych
obiektow obserwowano nieliczne (od 2 do 8) ziarna pytku kietkujgce na znamieniu stupka
(rys. 1). W zalazni obserwowano pojedyncze tagiewki (najwiecej 0,8), ktore z reguly nie
wnikaly do zalgzkow (rys. 4).

Nizszym niz inne obiekty stopniem samoniezgodnos$ci charakteryzowatly si¢ populacja
syntetyczna Syn 9-3, linia Bjo, mieszaniec Bjo x F, odmiana Ulstar i mutant ‘/p’.
W przypadku tych obiektéw tagiewki kietkujace na znamieniu byty bardzo liczne —
srednio od 10 do 30 (rys. 1). Duzg ilo$¢ tagiewek obserwowano réwniez w szyjce stupka
oraz w zalgzni, mialy one posta¢ szerokiej wiagzki. Po 24 lub 48 godzinach dalo si¢
zaobserwowac wnikanie pojedynczych tagiewek do zalazkow (rys. 4). W przypadku, gdy
obserwowano wnikanie lagiewek do zalagzkow, kierowaly si¢ one przewaznie do
srodkowych zalazkow.

Sposrod 85 testowanych starterow oligonukleotydowych, 10 generowato wysoki
polimorfizm (90 prazkéw polimorficznych), ktory pozwolil na okreslenie podobienstwa
genetycznego pomiedzy badanymi genotypami lucerny. Startery oraz ich sekwencje
nukleotydowe ujawniajace polimorfizm zamieszczono w tabeli 1.

Analiza dendrogramu (rys. 5) wykreslonego na podstawie indeksu podobienstwa
pozwolita na okreslenie dystansu genetycznego pomiedzy badanymi genotypami lucerny.
Utworzyty one cztery grupy podobienstwa genetycznego.
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W pierwszej grupie podobienstwa znalazty si¢ linia By, linia F oraz dwa mieszance: F
x Bio 1 Bio x F. Podobienstwo genetyczne pomigdzy tymi obiektami wahato si¢ od 65% do
75%. Grupe druga utworzyly odmiany Du Puits, Radius, Sitel, Vernal oraz ekotyp 212,
pomiegdzy ktérymi podobienstwo wahato si¢ od 58% do 68%. Grupe trzecig utworzyly
mutanty br, tf oraz Ip, wykazujace podobienstwo w granicach 62%—75%. W grupie
czwartej znalazty si¢ dwie populacje syntetyczne — Syn 9-3 i Syn 7-3 oraz ekotyp 27.
Najmniejsze podobienstwo genetyczne do wszystkich badanych obiektéw wykazywata
odmiana Ulstar wyhodowana przy udziale mutanta ‘/p’ — wynosito ono 42% (rys. 5).

Tabela 1
Startery i ich sekwencje nukleotydowe ujawniajace polimorfizm
Sequences of primers detecting polymorphism
NUMER STARTERA SEKWENCJA NUKLEOTYDOWA 5°-3°

PRIMER NO. SEQUENCES 5°-3’ OF PRIMERS

OPA 01 CAGGCCCTTC

OPA 03 AGTCAGCCAC

OPA 04 AATCGGGCTG

OPA 07 GAAACGGGTG

OPB 07 GGTGACGCAG

OPC 08 TGGACCGGTG

OPC 18 TGAGTGGGTG

OPE 14 TGCGGCTGAG

OP1 02 GGAGGAGAGG

OPJ 20 AAGCGGCCTC

Grupa 1
Group 1
Grupa 2
Group 2

EKOTYP 212

SITEL

VERNAL
Grupa 3
Group 3

Grupa 4
Group 4

MUTANT ULSTAR

Rys. 5. Dendrogram podobienstwa genetycznego pomiedzy analizowanymi obiektami
Fig. 5. Dendrogram of similarity between the examined objects
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Kolejnos¢ sciezek odpowiada nastgpujacym genotypom: Paths in order respond to the following genotypes:

1. Ekotyp 27, 2. Ekotyp 212, 3. Du Puits, 4. Radius, 5. Sitel, 6. Vernal, 7. Syn 7-3, 8. Syn 9-3, 9. Linia By, 10. Linia F, 11.
Mieszaniec F x By, 12. Mieszaniec By x F, 13. Mutant ‘b7’, 14. Mutant ‘¢f°, 15. Mutant ‘/p’, 16. Odmiana Ulstar, W —
wzorzec — standard 1KB DNA ladder

Rys. 6. Elektroforogram polimorfizmu produktéw amplifikacji DNA wykonany technika RAPD —
PCR z zastosowaniem startera OPC 08 o sekwencji: 5> TGGACCGGTG 3’
Fig. 6. Agarose gel electrophoresis of DNA fragments obtained by RAPD amplification with the primer
OPC 08 with sequence 5> TGGACCGGTG 3’

DYSKUSJA

Lucerna jest to jedna z najcenniejszych roslin pastewnych, ktora przy odpowiednim
uzytkowaniu przez 3—4 lata daje 15-25% wiccej paszy o wigkszej zawartosci biatka niz
koniczyny. Z tego wzgledu moze by¢ wykorzystywana do bezposredniego skarmiania,
wysuszenia lub zakiszenia, lub tez przy produkcji pasz. Niestety, niski plon nasion
otrzymywany w naszych warunkach klimatycznych stoi na przeszkodzie szerokiej uprawie
tego gatunku. U lucerny wptyw warunkow pogodowych na ilo$¢ zawigzywanych nasion
jest bardzo silny. Srednia ilo$¢ nasion w stragku oraz masa tysigca nasion moze wahaé sie
w zaleznosci od ilosci opadow w danym roku — jednak o ile liczba nasion w straku spada
przy wigkszej ilosci opadow, to na masg tysigca nasion wptywa to dodatnio (Iannucci i in.,
2002). Niskie temperatury i duza liczba dni deszczowych w okresie kwitnienia powoduja
nierownomierne i wydtuzone kwitnienie ro$lin, a takze ograniczajg aktywnos$¢ owadow
zapylajacych. Moze to powodowac¢ wzrost liczby samozapylen. Rosliny wyroste z nasion
pochodzacych z samozapylenia charakteryzuja si¢ obnizonym wigorem izmniejszong
produktywno$cia nasienng, co moze prowadzi¢ do systematycznego spadku plonu nasion
w dalszych pokoleniach (Bodzon, 2005). Z tego wzgledu wydaje si¢, iz dla potrzeb
hodowli korzystniejsze bytyby genotypy o wysokim stopniu samoniezgodnosci, ktore po
panmiktycznym przekrzyzowaniu wykazywalyby wigor mieszancowy w wigzaniu nasion
tak waznym w reprodukcji lucerny.
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Do analizy samoniezgodnosci badanych genotypow lucerny wykorzystano metode
obserwacji wzrostu tagiewek pytkowych in vivo przy pomocy mikroskopu fluorescen-
cyjnego. Metoda ta byta od dawna wykorzystywana do obserwacji tagiewek pytkowych
u innych gatunkéw roslin (Kho i Bayer, 1968; Romanna, 1973; Gates i Ockendon, 1975).
W przypadku lucerny problem metodyczny stanowi fakt, iz znamig, szyjka i zalgznia sg
w réoznym stopniu podatne na macerowanie. Wazne jest wiec odpowiednie dobranie
stezenia srodka macerujgcego jak i czasu oraz temperatury maceracji. Prace majace na celu
dostosowanie dla lucerny metodyki analizy kielkowania ziaren pytku i wzrostu fagiewek
pylkowych w warunkach in vivo przy zastosowaniu mikroskopu fluorescencyjnego
przeprowadzili w roku 1979 Wojciechowski 1 Dyba. Wsérod badanych odmian lucerny
zaobserwowali oni wnikanie pojedynczych fagiewek do zalazkow po 24 godzinach.
W wyniku obserwacji przeprowadzonych w niniejszej pracy stwierdzono, ze tagiewki
pojawialy si¢ w szyjce stupka po ok. 8 godzinach, natomiast ich wnikanie do zalagzkow
obserwowano w nielicznych przypadkach po 24 oraz 48 godzinach.

Pomimo wysokiej wrazliwosci lucerny na warunki pogodowe w okresie kwitnienia,
wplyw genotypu na zdolno$¢ do wigzania nasion jest rowniez bardzo istotny (Julier i in.,
1995). Ztego wzgledu przeprowadzono charakterystyke podobienstwa genetycznego
badanych populacji przy pomocy markerow RAPD. Metoda ta wykorzystuje kilku- lub
kilkunastonukleotydowe startery do amplifikacji losowo rozproszonych po genomie
odcinkow DNA. Technika ta jest wykorzystywana migdzy innymi do: okre$lenia
pochodzenia materiatlow mieszancowych, identyfikacji odmian hodowlanych (Hu i Quiros,
1991), oceny dystansu genetycznego (Marilla i Scoles, 1996), badania polimorfizmu
wewnatrzgatunkowego 1 migdzygatunkowego u wielu gatunkow (Brown iin., 1993),
identyfikacji markerow sprzezonych z genami warunkujacymi korzystne cechy ilosciowe
(Waugh i Powell, 1992).

Przy testowaniu lucerny markerami RAPD ich zmienno$¢ wewnatrz populacji jest
zwykle bardzo wysoka. Prawdopodobnie wynika to z obcopylnosci tego gatunku oraz tego,
iz lucerna jest w wiekszosci tetraploidalna (Crochemore iin., 1996). Markery RAPD
generujg niska liczbe pragzkéw polimorficznych, co moze wplywa¢ na doktadnosé
otrzymanych wynikow. Yu i Pauls (1993a) studiowali zalezno$ci genetyczne migdzy
odmianami lucerny z uzyciem 10 starterow; startery te generowaty $rednio po 5 produktow.
Podobng srednig ilo$¢ produktow otrzymano przeprowadzajac badania do tej pracy; ich
liczba wynosita od 3 do 8 produktéw, co przedstawiono na rysunku 6.

Markery molekularne RAPD pozwolily na wyodrgbnienie czterech grup podobienstwa
genetycznego. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze badane populacje
o podobnym stopniu samoniezgodnos$ci nie stanowig tej samej grupy podobienstwa
genetycznego, lecz wchodza w sktad innych grup wyznaczonych przy pomocy markeroéw
RAPD. Prawdopodobnie wynika to zniezaleznej segregacji irekombinacji alleli
samoniezgodnosci.
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WNIOSKI

1. Na podstawie obserwacji tagiewek pytkowych wyrozniono 4 populacje o wysokiej
samoniezgodnosci (populacja Syn 7-3, linia F, mieszaniec F x B10, mutant ‘#f’) i 5
populacji o niskiej samoniezgodnos$ci (populacja Syn 9-3, linia B10, mieszaniec B10 X
F, odmiana Ulstar i mutant ‘/p”).

2. Zastosowanie markeréw RAPD-PCR pozwolito na oceng podobienstwa genetycznego
badanych populacji lucerny. Badane obiekty utworzyly cztery grupy podobienstwa
genetycznego, ktore wahato sie od 42% do 75%.

3. Populacje o podobnym stopniu samoniezgodnosci nie znalazty si¢ w tych samych
grupach podobienstwa genetycznego.
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