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Charakterystyka pul genowych 1 genotypowych
populacji naturalnych i odmian hodowlanych
koniczyny czerwonej (Trifolium pratense L.)

| koniczyny biatej (Trifolium repens L.)

Characterization of gene and genotype pools of natural populations and cultivars
of red (Trifolium pratense L.) and white clovers (Trifolium repens L.)

Dziesig¢ odmian uprawnych oraz 30 populacji T. pratense i T. repens zebranych ze stanowisk
naturalnych poddano enzymatycznym badaniom elektroforetycznym w celu okreslenia zmian w pulach
genowych i genotypowych wymienionych gatunkéw, spowodowanych procesem hodowlanym.
W badaniach postuzono sig¢ 15 systemami enzymatycznymi. Obliczono taczna liczbe alleli oraz liczbe
genotypéw w odmianach i populacjach naturalnych oraz okreslono liczbe genotypow wystepujacych
zarbwno w odmianach, jak ipopulacjach oraz genotypdéw réznigcych odmiany od populacji
naturalnych. U odmian obydwu gatunkéw nastapito zmniejszenie liczby alleli i genotypow w stosunku
do populacji naturalnych. Stosunkowo mate réznice w liczbie alleli u obydwu gatunkow spowodowaty
duzo wigksze zmiany w puli genotypowej odmian hodowlanych. Stwierdzono, ze proces hodowlany
zar6wno w koniczynie czerwonej jak i bialej spowodowat znaczne zmiany w organizacji zmiennosci.
Nastgpita eliminacji niektorych alleli oraz genotypoéw. W odmianach pojawity si¢ takze nowe genotypy
nie spotykane dotychczas w populacjach, najprawdopodobniej dzigki wprowadzeniu nowych alleli,
pochodzacych z obcego materialu wyjSciowego. W odmianach obserwowano pojawienie si¢ takze
nowych genotypow, bedacych najprawdopodobniej efektem segregacji alleli obecnych w populacjach
eliminowanych w naturalnym procesie selekcyjnym.

Stowa kluczowe: odmiany uprawne, izoenzymy, populacje naturalne, Trifolium, zréznicowanie
genetyczne

Ten cultivars and 30 natural populations of T. pratense and T. repens were surveyed in order to
characterize the genetic changes which had appeared in these two species as a result of the breeding
manipulations. Fifteen enzyme systems were applied. A total number of identified common alleles and
genotypes in cultivars and natural populations, and the total number of alleles and genotypes different
for T. pratense and T. repens cultivars and natural populations were calculated. The number of alleles
and genotypes was each smaller in cultivars than in natural populations of both species. Relatively small
reduction in the number of alleles led to greater differences in genotypic changes in cultivars. The
breeding manipulations resulted in reorganization of variability at a genotypic level. Some alleles and
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genotypes had been eliminated, but new ones not occurring in natural populations, were found in
cultivars. New foreign alleles, which were incorporated into cultivar gene pools led to changes in
genotypic composition of cultivars. New genotypes identified among cultivars could be created by
segregation of alleles which were already present in natural populations but were eliminated in the
process of natural selections.

Key words: cultivars, genetic variability, isozymes, natural population, Trifolium

WSTEP

Hodowla koniczyny czerwonej i biatej w Polsce ma do$¢ dlugg tradycje chociaz
obydwa te gatunki nie byly poddawanie tak intensywnym zabiegom hodowlanym jak
glowne rosliny rolnicze. Swiadcza o tym rodowody odmian uprawnych. Odmiany
uprawne z reguly obejmuja znacznie ograniczone pule genowe w stosunku do populacji
naturalnych i dlatego sigganie do innych zrodet gendéw jak np. populacji naturalnych
stanowi wazny element procesu hodowlanego. Znajomo$¢ spektrum genetycznego
populacji naturalnych i odmian uprawnych oraz zmian genetycznych jakie wystapity
w efekcie zabiegoéw hodowlanych jest ogromnie istotna z punktu widzenia planowanie
dziatan hodowlanych, doboru komponentéw do krzyzowan i dalszej selekc;ji.

Celem badan byto porownanie populacji naturalnych i odmian hodowlanych dwaoch
gatunkoéw koniczyny: T. pratense i T. repens pod wzgledem ich zroznicowania
genowego i genotypowego oraz ustalenie rozmiar6w zmian genetycznych jakim ulegty
pule genowe populacji naturalnych w wyniku dlugotrwatego, lecz mato intensywnego
procesu hodowlanego.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowito 10 odmian uprawnych oraz 30 populacji T. pratense
i T. repens zebranych ze stanowisk naturalnych w kraju. Charakterystyke odmian
podaje tabela 1.

Dla populacji i odmian przeprowadzono badania elektroforetyczne pigtnastu
systemow enzymatycznych. Do ekstrakcji biatek enzymatycznych wykorzystano liscie
mtodych rosélin. Ekstrakcje biatek enzymatycznych oraz ich rozdziat elektroforetyczny,
a takze wybarwianie enzymow, prowadzono wedlug metodyki Weedena i Emmo
(1985). Rozdziat biatek prowadzono na 11% i12% zelu skrobiowym w dwéch
systemach buforowych: 0,03 M litowo-boranowym (pH 8,1) i 0,005 M histydynowym
(pH 6,1). Do analizy zréznicowania genetycznego uzyto jedynie systemy, w Ktorych
gatunki wykazywaty polimorfizm (tab. 2). Obliczono taczng liczbg alleli oraz liczbe
genotypdw w odmianach i populacjach naturalnych oraz okreslono liczbe genotypow
wystepujacych zarowno w odmianach, jak i populacjach oraz genotypow roznigcych
odmiany od populacji naturalnych.
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Tabela 1

Charakterystyka odmian koniczyny czerwonej (T. pratense) i koniczyny bialej (T. repens)
Cultivar characteristics of red (T. pratense) and white clovers (T. repens).

Odmiana Miejsce wytworzenia |Rok wyhodowania Pochodzenie
Cultivar Breading company Year of release Pedigree
T.pratense: AR 1978 odmiana wielkolistna x poliploidy takowe
Rradyka
SHR Palikiie genotypy miejscowej populacji uprawianej w wojewodztwie
Hruszowska . 1956 lubelskim i przekrzyzowanie z odmiang Gloria i innymi
SHR Poturzyn . P .
formami z Ukrainy i Biatorusi
Ulka SHR Ulhowek 1985 Hungaropoly x B 67/6
Parka SHR Palikije 1982 Violetta x Hruszowska
- mieszaniec dwoch rodéw niemieckich z mieszaniny
Bryza SHR Palikije 1992 pojedynkéw polsko-niemieckich
Barrgpens: SHR Antoniny-Leszno 1996 Armena x (f. Hollandicum x f. Silvestre)
Rema SHR Antoniny-Leszno 1976 — 1998+ Culture X_K 08/65 (klon z odmiany Podkowa) x K 27/67 (klon
z populacji pastwiskowej)
— z przekrzyzowania zimotrwatych klonéw wybranych z odmian
Astra SHR Antoniny-Leszno 1980 Ladino, Lodigiano, Radzikowska i populacji pastwiskowych
Armena SHR Antoniny-Leszno 1986+ mieszaniec klondw odmian Milka i C 17-30

Radzikowska,
Radi

IHAR Radzikéw

1970 — (1988)
1989+

ekotyp z Minska x ekotypy amerykanskie

() — Rok wycofania z hodowli

+ — Rok ponownego wprowadzenia do hodowli

Tabela 2

Polimorficzne systemy enzymatyczne (P)
Polymorphic enzyme systems

Enzym Gatur)ek
Enzyme Species
T. repens | T. pratense

Dehydrogenaza alkoholowa (ADH) p p
Alcohol dehydrogenase
Aminotransferaza asparaginianowa (AAT) p p
Aspartate aminotransferaze
Diaforaza (DIA) p
Diaforase
Esteraza (EST) p p
Esterase
Aminopeptydaza leucynowa (LAP) p p
Leucine aminopeptidase
Dehydrogenaza izocytrynianowa (IDH) p p
Isocitric dehydrogenase
Dehydrogenaza jabiczanowa (MDH) p p
Malate dehydrogenase
Peroksydaza (PRX) p
Peroxidase
Fosfoglukoizomeraza (PGlI) p p
Phosphoglucoisomerase
Fosfoglukomutaza (PGM) p p
Phosphoglucomutase
Dehydrogenaza fosfoglukonianowa (PGD) p
Phosphogluconate dehydrogenase
Dysmutaza nadtlenkowa (SOD) p

Superoxidate dismutase
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WYNIKI I DYSKUSJA

Koniczyna czerwona

Populacje koniczyny czerwonej byly w réznym stopniu zréznicowane w stosunku do
odmian pod wzglgdem liczby loci, alleli igenotypow (tab. 3). Polimorficznych loci
W odmianach byto od 3 do 5 w przeciwienstwie do populacji, u ktorych takich loci bylo od 5
do 10. Populacje wykazywaly rowniez znacznie wigkszy od odmian zakres liczby alleli
i genotypow. U odmian liczba alleli wynosita od 18 do 22, podczas gdy w populacjach byto ich
od 20 do 27. Stwierdzono od 36 do 48 rdznych genotypéw w populacjach, natomiast
W odmianach bylo ich mniej, bo tylko od 38 do 44 (tab. 4). Liczbe genotypow
w poszczegolnych loci enzymatycznych oraz genotypow wspélnych dla populacji i odmian
podaje tabela 4.

Tabela 3
Liczba loci i alleli w odmianach hodowlanych i populacjach naturalnych
Number of loci and alleles in cultivars and natural populations
. " Laczna liczba loci Laczna liczba alleli w loci Laczna liczba genotypow
Liczba pqpulacu polimorficznych polimorfiicznych w populacjach w populacjach
Gatunek (odmian) - ] . B
. w populacjach (odmianach) (odmianach) (odmianach)
Species Number of - - . - . . .
opulations (cultivars) N_umber of pollmorphlc loci Numpgr of aIIeIe_s in pollmorphlc Number_of genotypes in
P in populations (cultivars) loci in populations (cultivars) populations (cultivars)
T. pratense 15 (5) 10 (5) 27 (22) 44 (36)
T. repens 15 (5) 12 (12) 41 (31) 235 (201)
Tabela 4

Liczba obserwowanych genotypéw w loci enzymatycznych w populacjach naturalnych i odmianach
koniczyny czerwonej (T. pratense)
Number of genotypes in populations and cultivars of red clover (T. pratense)

Locus Populacje Odmiany (wsp6lne)
Populations Cultivars (common)

Fosfoglukoizomeraza (Pgi) 6 70)
Phosphoglucoisomerase
Aminotransferaza asparaginianowa (Aat) 4 5 (4)
Aspartate aminotransferaze
Aminopeptydaza leucynowa (Lap) 9 6 (6)
Leucine aminopeptidase
Dysmutaza nadtlenkowa (Sod) 7 5 (4)
Superoxidate dismutase
Peroksydaza (Prx)
Peroxidase 6 6(6)
Diaforaza 1 (Dia)
Diaforase 3 3@
Diaforaza 2 (Dia)
Diaforase 2 3@
Dehydrogenaza fosfoglukonianowa 1 (Pgd) 3 4(3)
Phosphogluconate dehydrogenase
Dehydrogenaza fosfoglukonianowa 2 (Pgd) 5 2(2)
Phosphogluconate dehydrogenase
Dehydrogenaza izocytrynianowa (Idh) 3 3(2)
Isocitric dehydrogenase
Razem
Total 48 44 (36)
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Koniczyna biala

Populacje koniczyny bialej byty bardziej zréznicowane pod wzglgdem liczby alleli
i genotypow niz odmiany hodowlane. Zarowno u odmian, jak i populacji wszystkie badane
loci wykazywaly polimorfizm. Podobnie jak wukoniczyny czerwonej populacje
wykazywaly znacznie wigkszy niz odmiany zakres liczby alleli i genotypdw. W odmianach
liczba alleli wynosita od 26 do 31, a w populacjach byto ich od 27 do 41. U odmian
obserwowano obecnos¢ 2 nowych alleli. W populacjach liczba genotypdéw wahata sie od
218 do 235, a uodmian od 189 do 201. Liczbg genotypow w poszczegolnych loci
enzymatycznych oraz genotypdw wspolnych dla populacji i odmian podaje tabela 5.

Tabela 5
Liczba genotypow wykrytych w loci enzymatycznych w populacjach naturalnych i odmianach
koniczyny bialej (T. repens)
Number of genotypes in populations and cultivars of white clover (T. repens)

Locus Populacje Odmiany (wsp6lne)
Populations Cultivars (common)

Dehydrogenaza alkoholowa (Adh)
Alcohol dehydrogenase 18 15(12)
Aminotransferaza asparaginianowa (Aat) 16 13 (11)
Aspartate aminotransferaze
Diaforaza (Dia)
Diaforase 12 14(8)
Esteraza (Est)
Esterase 26 18 (14)
Aminopeptydaza leucynowa (Lap) 28 21 (18)
Leucine aminopeptidase
Dehydrogenaza izocytrynianowa (Idh)
Isocitric dehydrogenase 18 16 (12)
Dehydrogenaza jabtczanowa (Mdh)
Malate dehydrogenase 31 19 (15)
Peroksydaza (Prx) 29 20 (14)
Peroxidase
Fosfoglukoizomeraza (Pgi)
Phosphoglucoisomerase 24 20 (13)
Fosfoglukomutaza (Pgm)
Phosphoglucomutase 5 18 (10)
Dehydrogenaza fosfoglukonianowa (Pgd) 9 13 (7)
Phosphogluconate dehydrogenase
Dysmutaza nadtlenkowa (Sod)
Superoxidate dismutase 16 14(9)
Razem
Total 235 201 (143)

U odmian obydwu badanych gatunkéw koniczyny nastgpito zmniejszenie liczby alleli
i genotypOw w stosunku do populacji naturalnych. Relatywnie mate réznice w liczbie alleli
u obydwu gatunkoéw spowodowaty duzo wigksze zmiany w puli genotypowej odmian
hodowlanych. Pomimo, Ze u koniczyny czerwonej liczba genotypéw obnizyla si¢ o niecate
9% to tylko 78% genotypow w odmianach i populacjach byto wspolnych. Pozostate 22%
to genotypy nowe i wyeliminowane. W koniczynie biatej liczba genotypow u odmian
obnizyta si¢ nieco bardziej, bo 0 15% wspdlnych genotypéw odmiany i populacje miaty
tylko 61%. Uzyskane wyniki wskazujg, ze proces hodowlany zar6wno w koniczynie
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czerwonej, jak i biatej, pomimo Ze nie miat charakteru intensywnego, spowodowat znaczne
zmiany w zmiennosci genotypowej. Podobne obserwacje Bulinska-Radomska (1996)
przedstawita w odniesieniu do dwoch innych gatunkéw koniczyny T. incarnatum i T.
hybridum. W obydwu gatunkach koniczyny, niezaleznie od eliminacji niektorych alleli,
nastgpita utrata genotypoéw najprawdopodobniej mniej pozadanych z punktu widzenia ich
przydatno$ci gospodarczej. Pojawily si¢ takze nowe genotypy nie spotykane dotychczas
w populacjach naturalnych, najprawdopodobniej dzigki wprowadzeniu do odmian nowych
alleli, pochodzacych z obcego materialu wyjsciowego uzytego do ich wyprowadzenia. Jest
réwniez prawdopodobne, ze u odmian pojawity si¢ takze nowe genotypy, bedace efektem
segregacji alleli obecnych juz w populacjach, ktore z racji swojej nieprzydatno$ci lub
innego powodu, byly eliminowane w naturalnym procesie selekcyjnym. Prezentowane
wyniki sg zgodne z tezg Allarda (1988, 1997), ze w trakcie procesu hodowlanego nastgpuje
restrukturyzacja zmiennosci, polegajaca na eliminacji alleli niekorzystnych, a zwigkszeniu
czestosci alleli zwigzanych z adaptacja do srodowiska rolniczego. Za zmiany na poziomie
genotypowym odpowiedzialna jest selekcja kierowana przez cztowieka, ktéra ma inne cele
niz selekcja naturalna. Nadrzednym celem selekcji naturalnej jest przystosowanie
genotypoéw roslinnych do jak najefektywniejszego bytowania w naturalnych warunkach
srodowiska, ktore r6zni si¢ od srodowiska rolniczego, i dlatego utrata czeséci puli genowej
w procesie hodowlanym jest nieunikniona.

WNIOSKI

1. Proces hodowlany u koniczyny czerwonej i koniczyny biatej przyczynit si¢ do zna-
cznie wigkszych zmian w zmiennosci genotypowej niz genowe;.

2. Proces hodowlany jest nierozlacznie zwigzany z utratg cze¢sci pul genowych i geno-
typowych reprezentowanych w populacjach naturalnych.
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