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Uzyskiwanie haploidéw 1 ocena zmiennosci cech
ilosciowych linii dihaploidalnych jeczmienia
jarego z wykorzystaniem metody
Hordeum bulbosum i mutagenezy

Obtaining of haploids with use of Hordeum bulbosum method and mutagenesis
and analysis of quantitative traits variation in spring barley DH lines

W badaniach nad wykorzystaniem mutagenezy w systemie DH, ziarniaki browarnej odmiany
jeczmienia jarego Rudzik naswietlano biostymulujaca dawka $wiatla lasera a nastepnie poddawano
dziataniu chemomutagenu — N-metylo-N-nitrosmocznika (MNU). Otrzymane rosliny krzyzowano z
Hordeum bulbosum a efektywno$¢ uzyskiwania haploidow mierzono stosunkiem liczby uzyskanych
ziarniakéw do liczby zapylonych kwiatéw oraz liczby haploidéw do liczby zapylonych kwiatow i
wyktadanych na pozywke niedojrzatych zarodkow. Uzyskane wyniki w poréwnaniu z kombinacja
kontrolng (bez traktowania mutagenem) wykazaty, ze mutagen wplywal na obnizZenie warto$ci wyzej
wymienionych parametréw. Linie dihaploidalne (DH) uzyskane w wyniku podwajania liczby
chromosoméw rozmnazano, a nastepnie w warunkach pola do§wiadczalnego analizowano zmiennos¢
ich cech iloSciowych, gtdéwnie plonotworczych w poréwnaniu z kombinacja kontrolng. Wykorzystujac
wielocechowa analizg statystyczna wykazano poszerzenie zakresu zmiennosci ocenianych cech linii
DH w poréwnaniu z ich odmiang wyjsciowa Rudzik.

Stowa kluczowe: cechy ilosciowe, Hordeum bulbosum, jgczmien jary, linie dihaploidalne, mutagen

In performed studies on the use of mutagenesis in DH system, the seeds of malting barley cultivar
Rudzik were treated with laser light and chemomutagen — N-methyl-N-nitroso urea (MNU). The
plants grown from the treated plants were crossed with Hordeum bulbosum. The effectiveness of
haploid production was measured by proportion of the obtained seeds to the number of pollinated florets
and number of haploids to number of pollinated florets and immature embryos transferred to in vitro
culture. The obtained results as compared to control (non-treated seeds) indicates that the applied dose
of MNU decreased the effectiveness of haploid production. In result of diploidization, a numerous DH
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plants were obtained which were propagated and used for estimation of quantitative traits variability in
a field trial. The use of multivariate statistical method indicates that DH lines were characterized by a
broader range of traits variability in comparison with their initial cultivar Rudzik.

Key words: dihaploid lines, Hordeum bulbosum, mutagen, spring barley, quantitative traits
WSTEP

Uzyskiwanie podwojonych haploidéw (DH) w oparciu o dobrze poznane techniki ich
generowania znalazto swe odzwierciedlenie u licznych gatunkéw roslin uprawnych,
a zwlaszcza tytoniu, rzepaku, ziemniakow, ryzu, pszenicy i jeczmienia (Szarejko i in.,
1991). Jedna z podstawowych zalet wykorzystywania podwojonych haploidéw jest istotne
skrocenie cyklu hodowlanego, co w przypadku jeczmienia pozwala go skrocic¢ o 2-3 lata
poprzez uzyskanie ro$lin calkowicie homozygotycznych 2z dowolnej formy
heterozygotycznej. Nie oferuje tego hodowla tradycyjna, gdyz nawet po wielo-
pokoleniowym chowie wsobnym utrzymuje si¢ tzw. resztkowa heterozygotycznosc
(Surma, 1997).

Haploidy moga by¢ uzyskiwane zaréwno z meskich, jak i zenskich komorek
gametycznych poprzez kultury pylnikéw, izolowane mikrospory, zalagznie oraz zalgzki.
Mozna je rowniez uzyskiwaé poprzez krzyzowanie oddalone na drodze eliminacji
chromosomoéow jednego z rodzicow. W wyniku krzyzowania niektorych gatunkow
W rozwijajacym si¢ zarodku nast¢puje eliminacja chromosomow jednej z form rodziciel-
skich. Znaczenie maja zwlaszcza te kombinacje krzyzowan, w ktérych eliminacja
chromosomow jednej z form jest catkowita, poniewaz daje to mozliwos¢ uzyskania form
tego gatunku, ktorego chromosomy nie sg eliminowane (Surma, 1997).

Haploidalne lub dihaploidalne formy jeczmienia (H. vulgare) mozna uzyskiwaé w
wyniku krzyzowan miedzyrodzajowych lub miedzygatunkowych w obrebie rodzaju
Hordeum. W odniesieniu do jeczmienia uprawnego (H. vulgare) istotne sg te kombinacje
krzyzowan z innymi gatunkami, w ktorych eliminowane sg chromosomy gatunku dzikiego.
Kasha i Kao (1970) opisali procedure uzyskiwania wysokiej czestoSci haploidow
jeczmienia powstajacych w wyniku skrzyzowania H. vulgare z H. bulbosum, ktora
wykorzystano w realizacji badan w prezentowanej pracy.

W badaniach, ktoérych celem jest otrzymanie haploidalnych ro$lin jeczmienia
uprawnego metodg H. bulbosum z reguly obiektem sg mieszance lub odmiany. W praktyce
hodowlanej linie DH najczesciej otrzymuje si¢ z mieszancow. W celu uzyskania innej
zmienno$ci anizeli zmienno$¢ rekombinacyjna, coraz czgséciej wykorzystuje si¢ odmiany,
ktorych ziarniaki poddaje si¢ dziataniu zwigzkoéw mutagennych dla uzyskania i utrwalenia
zmiennos$ci mutacyjnej (Umba Di-Umba i in., 1991; Laib i in., 1996). Szybki skrining
zarowno dominujacych, jak i recesywnych mutacji w pierwszym pokoleniu po traktowaniu
mutagennym, przy braku chimeryzmu, jest podstawowa korzyS$cia wynikajaca ze
stosowania mutagenezy w systemie DH (Laib iin., 1996). Niewatpliwym problemem
stosowania wyzej wspomnianej procedury moze by¢ wystepowanie uszkodzen
somatycznych (wywotywanych dzialaniem mutagenu uros$lin pokolenia My)
objawiajacych si¢ migdzy innymi obnizeniem ptodnosci roslin, zwlaszcza przy silniejszych
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dawkach mutagenu. Moze to mie¢ negatywny wplyw na efektywno$¢ uzyskiwania
haploidéw metodg H. bulbosum. Wedtug Rybinskiego (2003) chemomutagen — N-
metylo-N-nitrozomocznik (MNU) w przeciwienstwie do azydku sodu wywolujgcego
gléwnie zmiany o charakterze mikromutacji, nalezy do grupy ,,silnych” mutagenow
indukujacych gtéwnie mutacje chromosomowe (makromutacje). To sprzyja, nawet w
obrgbie dawek optymalnych, wystapieniu wysokiego poziomu uszkodzen somatycznych u
roslin w pokoleniu M; wyrazonego silnym obnizeniem wspomniane] poOwyzej
przezywalnosci i ptodnosci roslin. Moze to skutecznie uniemozliwi¢ uzyskanie wymaganej
liczby nasion dla dostatecznie licznego pokolenia My, w ktorym w przypadku
diploidalnego jeczmienia prowadzony jest wybor mutantdw. Potwierdzenie, ze $wiatlo
lasera helowo-neonowego w krdtkich czasach naswietlania nasion wptywa biostymulujaco,
aktywizujgc procesy zyciowe komorki (Rybinski, 1998), jego stosowanie przed lub po
traktowaniach mutagenami moze ograniczaC wystgpienie uszkodzen somatycznych
wywotanych dzialaniem mutagenu (Rybinski, 2001).

Celem badan byto okreslenie efektywnosci poszczegdlnych etapow uzyskiwania
haploidow jeczmienia oraz charakterystyka zmienno$ci cech iloSciowych u wyprowa-
dzonych linii DH w poréwnaniu z ich odmiang wyjsciowa ocenianych na podstawie
doswiadczenia polowego.

MATERIAL I METODY

W badaniach nad wykorzystaniem mutagenezy w systemie DH material wyj$ciowy
stanowita odmiana browarna jg¢czmienia jarego — Rudzik. Do indukowania mutacji
wybrano chemomutagen — N-metylo-N-nitrozomocznik (MNU). Ziarniaki przed
traktowaniem naswietlano stymulujagcg dawka (30 minut) $wiatla lasera helowo-
neonowego o dlugosci fali 632 nm i mocy 24 mW. Nastepnie ziarniaki wstgpnie moczono
w wodzie destylowanej w temperaturze 24°C przez okres 8 godzin, po czym umieszczano
je w wodnym roztworze MNU o stezeniu 1,1 mM przez okres 3 godzin. Po zakonczeniu
traktowania ziarniaki trzykrotnie ptukano w biezacej wodzie w celu usunigcia pozostatosci
mutagenu z ich powierzchni. Ziarniaki nie poddawane dziataniu $wiatta lasera i mutagenu
stanowily wariant kontrolny.

Wysiew prowadzono w szklarni umieszczajgc ziarniaki w doniczkach z parowang
ziemig. W czasie wegetacji roslin w szklarni klosy roslin kontrolnych oraz pokolenia M;
kastrowano, a nastepnie — po 1-2 dniach zapylano stupki $wiezo zebranym pytkiem
Hordeum bulbosum. W ciggu pierwszych trzech dni po zapyleniu klosy traktowano
roztworem GAs (75 ppm) w celu uniknigcia przedwczesnego zasychania ktosow. Po
uplywie 14—17 dni od zapylenia niedojrzate zarodki izolowano i hodowano na pozywce B5
Gamborga (Adamski i in., 1990) zgodnie ze standardowa procedurg podang m. in. przez
Devaux i in. (1990). W odniesieniu do kombinacji kontrolnych, jak i z mutagenem
policzono liczbe zapylonych kwiatow, liczbe zawigzanych ziarniakow, liczbe
niedojrzalych zarodkéw wyltozonych na pozywke oraz liczbe uzyskanych roslin
haploidalnych, a nastgpnie obliczono stosunek uzyskanych ziarniakow do liczby
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zapylonych kwiatow oraz stosunek uzyskanych haploidéw do liczby zapylonych kwiatéw
i liczby wytozonych zarodkdw.

Podwajanie liczby chromosomow dokonywano na wszystkich mtodych roslinach przed
ich wysadzeniem w szklarni, stosujac 0,5% roztwor kolchicyny z dodatkiem 20 ml/litr
dwumetylosulfotlenku (DMSO) przez okres 10 godzin. Rosliny wysadzano do doniczek,
w ktorych rosty do pelnej dojrzatosci. Uzyskane linie DH rozmnazano przez trzy kolejne
lata, a uzyskane ziarniaki stanowily material wyjsciowy do zatozenia doswiadczenia
polowego metoda blokow losowanych w trzech powtdérzeniach. Ziarniaki 37 linii DH i ich
odmiany wyjsciowej DH Rudzik wysiewano na poletka o powierzchni 1 m? w rozstawie
15 x 5 cm w warunkach Pola Doswiadczalnego IGR PAN w Cerkwicy. Po zbiorze dla 10
ro$lin z kazdego poletka wykonywano pomiary biometryczne dotyczace wysokosci roélin,
dlugosci ktosa, liczby ktosow z ro$liny, liczby i masy ziaren z klosa, liczby i masy ziaren
z rosliny oraz masy 1000 ziaren (MTZ).

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie okreslajac wartosci minimalne, $rednie,
maksymalne i wspotczynnik zmiennosci (Kozak i in., 2013). Przeprowadzono analiz¢
wariancji dla poszczegdlnych cech. Wspoétzalezno$¢ poszczegdlnych cech okreslono na
podstawie wspotczynnikéw korelacji dla wartosci srednich (Kozak i in., 2010). Oceng i
wyniki testowania porownan $rednich dla cech miedzy odmiang Rudzik a poszczegdlnymi
liniami DH przedstawiono w formie kontrastu (Calinski i in., 1976; Ceranka i in., 1997).
Podobienstwo miedzy analizowanymi liniami DH pod wzgledem wszystkich cech tacznie
wyrazono odleglosciami Mahalanobisa. Istotnos¢ statystyczng poszczegoélnych odleglosci
Mahalanobisa weryfikowano w odniesieniu do wartoSci krytycznej Do, 2zwanej
»~hajmniejszg istotng odlegloscia”. Przestrzenny rozktad linii DH oraz odmiany Rudzik
przedstawiono w uktadzie dwoch pierwszych zmiennych kanonicznych.

WYNIKI I DYSKUSJA

Zmienno$¢ gametoklonalna powstajaca w kulturach in vitro moze by¢ zrédtem
uzyskiwania pozadanej zmienno$ci, lecz czestotliwos¢ pojawiania si¢ genetycznie
stabilnych mutantow jest czgsto niezadowalajgca (Szarejko i in., 1991). Stad coraz czesciej
stosuje si¢ mutagenne substancje chemiczne i promienie jonizujace (Beversdorf i Kott,
1987; Swanson i in., 1989; Zapata 1 Aldemita, 1989) wykorzystujac fakt, ze recesywne
allele indukowane przez mutagen przed lub podczas stadium haploidalnego beda
homozygotami w fazie diploidalnej przy jednoczesnej ekspresji fenotypowej. Stwarza to
mozliwos¢ szybkiej selekcji bez zaburzen genotypowych i fenotypowych powodowanych
przez stan heterozygotyczny. Niewatpliwie winno si¢ tu uwzglednia¢ wpltyw mutagenu na
efektywnos¢ uzyskiwania haploidow. Wedhug Surmy (1997), o efektywnosci metody H.
bulbosum mierzone;j liczba uzyskanych roslin haploidalnych w stosunku do zapylonych
kwiatow decyduja dwa pierwsze etapy, to jest procent zawigzanych ziarniakéw oraz liczba
zarodkow rozwijajacych si¢ w warunkach kultury in vitro.

W tabeli 1 przedstawiono efektywno$¢ uzyskiwania haploidow w kombinacji
kontrolnej i z mutagenem wyrazong procentowym udziatem uzyskanych ziarniakéw do
liczby zapylonych kwiatéw oraz haploidéw do liczby zapylonych kwiatow i wylozonych
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zarodkow. Pierwszy z prezentowanych wskaznikow dotyczy procentowego udziatu
zawigzanych ziarniakow w stosunku do liczby zapylonych kwiatow. Wykazano, ze
warto$ci uzyskane w wariancie z mutagenem sg nizsze w poréwnaniu z wariantem
kontrolnym i wynosity odpowiednio 74,1 i 89,2%. W odniesieniu do drugiego wskaznika
okreslajacego liczbe uzyskanych haploidow w stosunku do liczby zapylonych kwiatow
jego warto$¢ w kombinacji kontrolnej byta rowniez wyzsza w wariancie kontrolnym
(17,7%) w poréwnaniu z kombinacjg z mutagenem (14,6%). Efekt redukcji efektywnosci
uzyskiwania haploidow w kombinacji z mutagenem obserwowano rowniez gdy
poréwnywano liczbe uzyskanych haploidow w stosunku do liczby wytozonych zarodkow.
Wartosci tego wskaznika wynosily 26,6% w kombinacji z mutagenem i 34,9% w
kombinacji kontrolnej. Oprocz stosowania mutagenu istotny wpltyw na efektywnosc¢
uzyskiwania haploidéw w metodzie H. bulbosum ma genotyp (Adamski i in., 1990), na co
wskazuja wyniki uzyskane przez Devaux i in. (1990). Badajac liczne genotypy jeczmienia
pod wzgledem efektywnos$ci metody H. bulbosum wyrazonej procentowym udziatem
ros§lin haploidalnych w stosunku do zapylonych kwiatéw, zakres zmienno$ci tego
wskaznika wynosit od 1,6 do 11,4% (Devaux i in., 1990), a przy innym zestawie
genotyp6w od 11,5 do 26,8% (Pickering i Devaux, 1992).

Tabela 1
Ocena efektywnosci metody bulbosowej na poszczegélnych etapach uzyskiwania roslin haploidalnych
w kombinacjach kontrolnych i z mutagenem
Estimation of Hordeum bulbosum method efficiency of production of haploids in control combinations
and with mutagen

Liczba Liczba Liczba Liczba Zla;rggkll Haploidy / 100 | Haploidy / 100
Obiekty i zapylonych | uzyskanych | wylozonych | uzyskanych zapylonych zapylonych | wylozonych
kombinacje kwiatow ziarniakéw | zarodkéw haploidéw Kwiatow kwiatow zarodkow
Objectsand | Number of | Numberof | Numberof | Number of Grains /100 Haploids/100 | Haploids/100
combinations | pollinated obtained cultured obtained ollinated pollinated cultured
florets grains embryos haploids P florets florets embryos
Rudzik
Kontrola 288 257 146 51 89,2 17,7 34,9
Control
Mutagen 1447 1072 793 211 74,1 14,6 26,6

Reasumujac wyniki prezentowane w tabeli 1 mozna stwierdzi¢, ze mutagen obnizat
efektywnos$¢ metody H. bulbosum wyrazonej stosunkiem liczby haploidéw do pozostatych
wskaznikow. Uzyskanie nizszego procentu ziarniakow w stosunku do liczby zapylonych
kwiatow, moze mie¢ zwigzek z wywotywaniem przez mutagen w pokoleniu M uszkodzen
somatycznych, powszechnie wystepujacych przy stosowaniu mutagenow (Matuszynski i
in., 1978). Jednym z efektow uszkodzeniowych jest obnizanie plodno$ci roslin, ktéra
maleje wraz ze stosowaniem silniejszych dawek mutagenow (Rybinski i in., 1993),
prowadzac w skrajnych wypadkach do catkowitej bezptodnosci ktosa (Rybinski i in.,
2003). Stad, istotnym jest wybor takiej dawki mutagenu, ktéra indukuje wysoka
czestotliwo$¢ mutacji przy stosunkowo niskim poziomie uszkodzen somatycznych,
mogacych obniza¢ efektywno$¢ uzyskiwania mutacji w systemie DH. Okazuje sig, ze

55



Wojciech Rybinski ...

nawet bardzo niskie dawki promieni gamma (5-10 Gy) moga istotnie zaklocaé¢ rozwoj
napromieniowanych pylnikéw jeczmienia w kulturze in vitro obnizajac drastycznie liczbe
uzyskiwanych zielonych roslin (Laib i in., 1996.). Roéwnie interesujacy jest nizszy
procentowy udziat haploidow w stosunku do liczby wylozonych zarodkéw. Wynik ten
mozna interpretowac¢ z jednej strony wspomniang wyzej szkodliwo$cig somatyczna,
prowadzaca do slabszego wyksztalcania zarodkow, ale réwniez gorszym wzrostem i
rozwojem zarodkow na pozywce w wyniku mutacji wywotanych przez mutagen. Mimo, ze
mutagen obnizat efektywnos¢ metody H. bulbosum wyrazonej wyzej wspomnianymi
wskaznikami, obnizenie to byto mniejsze anizeli wynikatoby to ze stosowania silnej dawki
mutagenu (1,1 mM). Efekt ten moze mie¢ zwigzek z naswietlaniem ziarniakow
stymulujaca dawka $wiatla lasera przed dziataniem mutagenu, co wykazano we
wczesniejszych badaniach (Rybinski i in., 2000).

Praktyczne wykorzystanie form haploidalnych jest mozliwe po podwojeniu ich liczby
chromosomow i otrzymaniu tg drogg linii podwojonych haploidow (DH). Uzyskane linie
charakteryzowaly si¢ szerokim zakresem zmiennosci cech ilo$ciowych zwigzanych
z parametrami plonowania (tab. 2).

Tabela 2
Srednie kwadraty z analizy wariancji oraz warto$ci minimalne, maksymalne, §rednie i wspélezynniki
zmiennoS$ci badanych cech
Mean squares from analysis of variance, minimum and maximum values, means and coefficient of
variation of the investigated traits

Zrodio zmiennosci Powtdrzenie Sr&dme kwadraty
L P ean squares . .
Source of variation Replication — - - Wspotezynnik
linie — lines | btad — residual : . . -
Liczba stooni Min-Max Srednia zmiennosci
'g\i’ :bf)g)?m Mean Coefficient of
Number of degrees 2 37 74 variation
of freedom
WR 0,72 30,921%** 4,596 69,4-88,4 80,09 4,53
DK 0,5693 1,3409*** 0,3236 6,3-10,7 8,91 9,12
LKR 0,167 2,65** 1,224 5,6-12,8 8,82 14,66
LZK 6,08 78,122%** 3,209 16,4-50,6 26,16 20,15
MZK 0,02499 0,06128*** 0,01238 0,87-2,01 1,22 13,86
LZR 4382 2738,5%** 987,2 96,0-337,6 1939 20,77
MZR 0,118 3,399ns 2,778 4,91-14,05 8,59 19,95
MTZ 110,22 27,17ns 22,98 30,2-59,5 44,08 11,54

** P<(Q,01; *** P<0,001; ns — nieistotne; not significant

WR — Wysokos¢ roélin, Plant height (cm); DK — Dhugos¢ klosa, Spike length (cm); LKR — Liczba ktoséw z rosliny,
Spike number per plant; LZK — Liczba ziaren z ktosa, Grain number per spike; MZK — Masa ziaren z ktosa, Grain
weight per spike (g); LZR — Liczba ziaren z roliny, Grain number per plant; MZR — Masa ziaren z ro$liny, Grain weight
per plant (g); MTZ — Masa 1000 ziaren, Weight of 1000 grains (g)

Warto$ci $rednich kwadratoéw z analizy wariancji wskazujg na statystycznie istotne
wartos$ci ocenianych cech z wyjatkiem masy ziaren z rosliny i masy 1000 ziaren (MTZ). O
znacznym zroéznicowaniu badanych linii DH $§wiadcza szerokie zakresy zmiennoSci
analizowanych cech. Dotyczy to w szczegolnosci wartosci maksimum dla liczby ziaren z
klosa oraz liczby i masy ziaren z rosliny, dla ktorych wspotczynniki zmiennosci sg
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najwyzsze. Wynika to niewatpliwie z obecnosci dwoch linii DH o wickszej rzgdowosci
klosa. Zar6wno odmiana uprawna Rudzik jak i pozostate linie DH sg formami
dwurzedowymi. Najnizsze warto$ci wspotczynnika zmiennosci uzyskano dla wysokosci
ro§lin 1 dlugos$ci klosa. Wspolzaleznos¢ migdzy analizowanymi cechami linii DH
przedstawiono w tabeli 3. Nie wykazano korelacji migdzy wysokoscig roslin, a pozostatymi
cechami. Najwyzsze, pozytywne warto$ci wspotczynnika korelacji uzyskano dla liczby i
masy ziaren z kosa, a w nastepnej kolejnosci dla par cech: masy i liczby ziaren z ro$liny,
liczby ziaren z ktosa i ro$liny oraz liczby ktosow i masy ziaren z ro§liny. Z kolei MTZ byta
negatywnie skorelowana z liczba 1 masa ziaren z klosa oraz liczbg ziaren z ro§liny, a
pozytywnie z dtugosciag klosa. Nie wykazano natomiast korelacji MTZ z masg ziaren z
ro$liny. Te wysokie wspotczynniki korelacji wynikajg z fizjologicznych zaleznosci cech.

Tabela 3
WartoS$ci wspoélezynnika korelacji miedzy obserwowanymi cechami
Coefficient of correlations among the analyzed traits
[ wWrR | DK | LKR | LzKk | MzK | LzR | MzR | WMTZ
WR 1
DK 0,0572 1
LKR 0,0463 0,1346 1
LZK 0,0784 -0,4102* -0,1184 1
MzZK 0,0637 -0,207 -0,249 0,9131*** 1
LZR 0,1221 -0,276 0,5149***  (,7453***  (,5953*** 1
MZR 0,1017 -0,0004  0,7178***  0,3849* 0,3446*  0,8372*** 1
MTZ -0,088 0,440** -0,0182 -0,634***  -0,423**  -0,5647***  -0,0841 1

* P<0,05; ** P<0,01, *** P<0,001

WR — Wysokos¢ roélin, Plant height ; DK — Dtugo$¢ klosa, Spike length ; LKR — Liczba ktoséw z roéliny, Spike
number per plant; LZK — Liczba ziaren z ktosa, Grain number per spike; MZK — Masa ziaren z klosa, Grain weight per
spike; LZR — Liczba ziaren z rosliny, Grain number per plant; MZR — Masa ziaren z roslin, Grain weight per plant; MTZ
— Masa 1000 ziaren, Weight of 1000 grains

Zmienno$¢ linii DH w porownaniu z ich odmiang wyjsciowa Rudzik przedstawiono w
formie kontrastu (tab. 4). Uzyskanie zard6wno dodatnich jak i ujemnych warto$ci kontrastu
wskazuje na znaczne zréznicowanie poszczegdlnych linii DH w stosunku do odmiany
Rudzik. Czg¢s¢ linii pod wzgledem wartosci danej cechy przewyzszata odmiang wyjsciowa
Rudzik (ujemne wartos$ci kontrastu), a cz¢s¢ jej ustgpowata (wartosci dodatnie), przy czym
tylko dla niektorych linii i cech warto$¢ kontrastu byta statystycznie istotna. Generalnie
dominujg dodatnie warto$ci kontrastu wskazujac na wyzsze wartosci ocenianych cech
ilosciowych u odmiany Rudzik anizeli linii DH. Wyjatkiem jest wysokos$¢ roslin, dla ktorej
liczba ujemnych kontrastow byta wyzsza niz dodatnich. Dziesi¢¢ z ocenianych linii
statystycznie istotnie przewyzszato wysokoscia odmian¢ Rudzik (migdzy innymi R 69; R
66 1R 73), a tylko jedna z linii (R 20) charakteryzowala si¢ istotnym skroceniem dtugosci
zdzbta. Na znaczng efektywno$¢ mutagenéw w indukowaniu zmiennos$ci dtugosci zdzbla
wskazuja dane literaturowe (Ehrenberg i in., 1961; Kirishnaswami, 1967; Kumar i in.,
1967; Rybinski, 1981; Kapata i Rybinski, 1996).
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Tabela 4

Ocena wartoS$ci kontrastu dla cech iloSciowych w poréwnaniach odmiany Rudzik z liniami DH
Contrast estimation for the quantitative traits in comparisons between cv. Rudzik and DH lines

Poréwnywane Ocena kontrastu dla cech
obiekty Contrast estimation for traits

Comparedobjectsy WR | DK | LKR | LzZK | MzK [ LzR | MzR | W™MTZ
Rudzik - R2 -1 0,34 0,07 2,4 0,117 1 0,5 2,9
Rudzik - R3 2 -0,39 0,8 -0,4 -0,033 30 2,2 55
Rudzik - R4 -0,8 0,61 0,33 2 0,053 14 11 33
Rudzik - R6 -3,7* 0,87 -0,6 19 0,1 8 1 38
Rudzik - R9 -3,6* 1,64%** 1,33 4,6%* 0,18 32 1,6 2,1
Rudzik - R10 -3,9* 0,87 -0,07 4,0%* 0,143 17 0,7 42
Rudzik - R11 -1,9 0,71 0,13 3,1* 0,087 19 15 4,6
Rudzik - R12 -3,2 0,34 1,53 13 0,04 38 2,5 6,2
Rudzik - R13 -3,4 0,17 0,8 1,6 -0,057 29 1 0
Rudzik - R14 -3,3 0,07 1,33 0,3 -0,053 7 1 7,2
Rudzik - R16 14 0,77 1,53 2 0,013 45 2,3 2,6
Rudzik - R18 -2 0,97* 1,13 2,2 0,057 39 18 15
Rudzik - R19 11 0,84 0,93 2 0,08 37 2,4 4,6
Rudzik - R20 5,6%* 1,14* 1,8* 2,8 0,123 56* 2,9* 37
Rudzik - R21 -0,1 -0,26 1,93* 1 -0,023 48 2,1 1.2
Rudzik - R23 -4,4* 0,31 1,73 2,8 0,023 44 1,6 -1,4
Rudzik - R26 -2,8 0,94* 0,23 2,3 0,09 9 1 43
Rudzik - R27 -4,1* -0,03 1,93* 0,8 -0,01 58* 2,7* 1.2
Rudzik - R28 1,6 1,57** 2% 3,6* 0,167 68* 3,2* 2,6
Rudzik - R36 0,3 0,47 0,27 3,0* 0,07 35 0,9 -2,6
Rudzik - R37 -0,6 0,64 -0,47 3,2* 0,087 3 -0,4 -0,1
Rudzik - R38 -0,8 0,41 1,13 0,8 -0,03 21 0,7 2,9
Rudzik - R39 2,1 0,27 1,27 0,3 -0,037 25 0,7 -1,4
Rudzik - R40 2,5 0,14 0,87 1 -0,01 19 0,9 1.2
Rudzik - R41 2 0,57 2,4%* 6,4%** 0,167 66* 3,2* 1,3
Rudzik - R42 2,3 0,21 -0,4 1,6 0,11 7 0,6 2,5
Rudzik - R47 1.2 0,34 -1,27 14 0,02 -15 -0,8 4
Rudzik - R65 -2,4 1,97%** 1,27 -22,9%** -0,66***  -90** -1,3 9,3*
Rudzik - R66 -6,2%** 0,44 1,67 1,7 0,03 44 2,3 1,9
Rudzik - R67 5,0%* 0,41 1,67 0,8 -0,047 39 18 01
Rudzik - R68 -3,3 2,71%** 1,87* -15,4%** -0,25** -33 15 12,7**
Rudzik - R69 -7,8%** 0,37 0,93 2,8 0,04 37 0,9 -2,1
Rudzik - R70 2,8 1,07* 2,07* -0,2 -0,053 34 1,6 0,9
Rudzik - R71 14 1,94%** 2,33* 4,8%* 0,007 T7** 2,9* 0,2
Rudzik - R73 -6,2%** 0,14 1,13 2,9 0,13 38 1,9 1,8
Rudzik - R74 34 1,84%** -0,73 1,6 0,19* -9 0,2 33
Rudzik - R75 -4,6* 0,87 -0,13 3,9* 0,133 16 0,9 24

* P<0,05; ** P<0,01, *** P<0,001

WR — Wysokos¢ roélin, Plant height (cm); DK — Dhugos¢ ktosa, Spike length (cm); LKR — Liczba ktoséw z rosliny,
Spike number per plant; LZK — Liczba ziaren z ktosa, Grain number per spike; MZK — Masa ziaren z ktosa, Grain
weight per spike (g); LZR — Liczba ziaren z roliny, Grain number per plant; MZR — Masa ziaren z ro$lin, Grain weight
per plant (g); MTZ — Masa 1000 ziaren, Weight of 1000 grains (g)

Seri¢ mutantow kartowych jeczmienia po traktowaniu ziarniakow MNU 1 azydkiem sodu
uzyskal Umba Di-Umba i in. (1991). Laib i in. (1996) traktujgc ziarniaki jeczmienia
chemomutagenem i wyktadajgc pylniki na pozywke, uzyskali liczne mutanty typu viridis,
eceriferum, mutanty potkartowe oraz karlowe o obnizonej liczbie zdzbet. Zastosowana w
prezentowanej pracy metody H. bulbosum okazala si¢ mato efektywna dla selekcji form
krotkostomych. Istotnym elementem zmiennosci linii DH jest natomiast uzyskanie form o
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zmienionej budowie klosa, czego przyktadem sg dwie linie R 65 i R 68 o odmienne;j
rzgdowosci klosa. Linie te istotnie roznity si¢ od dwurzedowej odmiany Rudzik, co
znalazlo odzwierciedlenie w istotnie wyzszych wartoSciach liczby i masy ziaren z klosa
oraz liczby ziaren z rosliny (ujemne wartosci kontrastu). Obydwie linie charakteryzowatly
si¢ natomiast istotnie krotszym klosem i nizszg masg 1000 ziaren (dodatnie wartosci
kontrastu). Z uwagi na niska MTZ, obydwie linie nie roznity si¢ istotnie pod wzgledem
masy ziaren z rosliny od odmiany Rudzik. Podobna tendencje pod wzgledem struktury
plonowania wykazywaty wielorzedowe linie DH w badaniach Rybinskiego i in. (2008).

Tabela 5
Ocena podobienstwa miedzy liniami DH pod wzgledem analizowanych cech okres§lona na podstawie
odleglosci Mahalanobisa
Estimation of similarity among DH lines for the analyzed traits calculated on the basis of Mahalanaobis

distance
|R2Z] R3] R4 [ R6 | RO [R1I0]R11[R12][R13| R14| R16 | R18 | R19 [ R20 | R21 | R23 | R26 | R27 | R28
R2 0,00
R3 4,18 0,00

R4 1,84 3,69 0,00

R6 3,52 515 2,63 0,00

R9 4,05 7,30 3,79 4,09 0,00

R10 3,08 566 2,77 2,42 3,04 0,00

R11 2,65 4,12 1,62 1,75 3,99 2,01 0,00

R12 3,24 4,03 250 3,01 424 2,71 2,24 0,00

R13 2,73 432 182 291 3,65 284 2,02 2,06 0,00

R14 3,70 455 3,06 4,44 456 3,62 3,58 230 2,96 0,00

R16 3,18 3,62 1,85 4,11 4,49 4,16 2,99 329 259 3,38 0,00

R18 2,84 490 163 2,74 2,65 2,67 222 251 169 3,17 2,21 0,00

R19 2,77 3,11 129 3,08 458 355 2,05 2,78 2,53 3,53 1,44 218 0,00

R20 4,08 4,12 3,46 5,75 585 5,69 4,67 510 4,67 494 2,26 4,07 2,86 0,00

R21 2,81 3,13 291 5,01 537 4,66 3,78 3,13 2,84 3,40 2,78 3,52 3,06 3,76 0,00

R23 3,17 588 3,36 4,22 3,05 3,44 359 320 2,25 397 4,03 2,75 4,19 568 3,38 0,00

R26 2,58 4,98 156 1,89 2,78 1,83 1,67 241 2,05 3,11 2,97 133 2,43 4,66 4,04 3,20 0,00

R27 3,50 4,43 3,19 3,66 454 3,67 309 184 2,06 352 382 297 353 561 284 240 329 0,00

R28 3,37 506 241 4,03 3,30 3,77 3,27 3,66 3,17 404 193 185 2,27 2,83 3,77 3,83 2,74 4,15 0,00
R36 1,94 4,25 2,05 3,76 430 3,80 2,82 3,89 2,64 466 2,66 2,74 251 355 294 330 3,09 3,71 291
R37 159 482 1,75 353 3,59 3,03 2,69 3,86 2,83 4,02 2,83 251 2,70 3,71 359 3,55 2,38 4,29 2,84
R38 3,09 4,31 227 4,46 4,15 3,89 352 312 2,80 2,04 1,98 244 265 3,26 292 3,89 287 395 2,69
R39 3,62 4,65 3,48 592 546 582 504 510 4,18 452 2,73 391 3,63 2,58 3,13 4,76 459 513 3,48
R40 2,93 3,36 2,77 532 564 523 4,19 444 3,73 4,09 2,20 3,75 2,78 2,11 244 4,72 4,19 4,70 3,42
R41 3552 540 4,17 599 519 496 4,57 486 4,20 535 4,15 452 445 452 324 3,71 498 457 421
R42 2,27 3,04 2,67 4,45 591 4,68 3,55 440 4,03 481 3,30 4,10 2,72 3,26 3,24 5,08 3,99 4,74 4,02
R47 3,33 357 2,61 4,15 582 4,27 3,30 435 4,07 413 3,12 3,95 2,63 3,51 431 575 359 539 4,06
R65 22,54 21,97 21,46 21,77 21,90 22,82 22,36 21,87 21,84 20,93 20,90 21,08 21,24 21,03 22,33 22,85 21,32 22,39 21,11
R66 3,95 594 3,60 3,32 3,36 3,01 325 234 239 3,76 4,52 2,79 425 6,45 424 2,09 2,87 1,87 4,30
R67 4,72 433 423 6,63 6,74 6,79 560 586 503 546 2,95 485 3,85 2,04 3,80 6,00 556 599 4,10
R68 17,45 17,24 16,35 16,35 16,48 17,38 17,09 16,56 16,75 15,86 1597 15,82 16,14 16,29 17,48 17,67 15,99 17,16 15,90
R69 4,33 7,12 4,43 3,99 3,16 3,22 4,04 3,73 3,27 482 551 364 531 7,31 514 2,13 358 3,16 5,06
R70 548 6,07 462 6,64 580 6,74 6,05 599 526 513 3,41 445 448 3,32 506 6,06 525 6,35 3,76
R71 6,08 7,08 4,73 590 4,68 563 521 569 4,81 552 3,68 391 454 463 6,02 567 4,77 6,24 3,35
R73 3,79 6,25 436 4,05 432 3,34 385 335 356 485 561 4,16 511 7,14 453 2,61 392 2,68 5,35
R74 4,89 6,41 428 536 559 590 534 639 578 6,20 4,35 4,61 4,27 3,94 630 6,78 4,61 7,09 3,99
R75 3,19 592 294 1,94 3,00 1,44 2,04 3,07 2,68 441 443 2,70 3,76 6,09 485 3,05 199 3,41 4,02
R-K 197 363 224 431 508 459 3,63 400 3,18 4,07 2,80 328 2,75 3,40 2,62 4,05 344 4,02 3,58

| R? | R3 | R4 | R6 | R9 |R'10|R'11|R'12|R'13|R'14|F$16|F$18|F$19|F$20|F$21|F$23|F$26|F$27|R28
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c.d. Tabela 5
|R36 | R37 | R38| R39| R40 | R41 [ R42 [ R47 [ R65 | R66 | R67 | R68 | R69 | R70 | R71 [ R73[ R74| R75 [ R-K
R36 0,00
R37 1,75 0,00

R38 3,52 2,89 0,00

R39 3,33 3,43 2,76 0,00

R40 2,75 2,95 2,58 1,55 0,00

R41 3,17 3,82 4,67 4,54 3,98 0,00

R42 2,45 2,70 3,83 3,53 2,34 4,29 0,00

R47 3,61 2,89 326 4,16 3,07 553 2,55 0,00

R65 22,62 22,17 20,48 20,54 21,33 24,63 22,37 21,35 0,00

R66 4,34 4,43 434 590 569 527 571 597 2228 0,00

R67 4,01 445 3,79 1,91 1,95 5,02 3,85 433 20,63 7,00 0,00

R68 17,64 17,15 15,54 1598 16,69 19,68 17,51 16,51 6,35 16,87 16,28 0,00

R69 4,68 4,63 522 6,56 6,45 542 6,34 6,69 2327 1,73 7,84 17,87 0,00

R70 5,13 4,92 341 2,66 3,65 6,43 548 5,16 1844 6,74 3,01 13,89 7,59 0,00

R71 527 505 436 523 542 6,14 6,62 5,72 2047 6,05 530 1557 6,65 4,21 0,00

R73 450 4,70 543 6,62 6,18 4,88 562 6,46 2411 227 7,77 1868 2,08 8,10 7,63 0,00

R74 4,74 4,02 4,63 4,37 452 7,00 4,53 4,03 1944 7,15 4,78 1452 7,69 4,12 545 7,97 0,00

R75 355 321 453 601 551 503 485 486 2299 257 698 1755 257 701 587 2,84 6,09 0,00
R-K 2 0 21,2 7 164 05 5,17 4,33 459 0,00

|R36|R37|R38|R39|R40|R41|R42|R47|R65|R66|R67|R68|R69|R70|R71|R73|R74|R75|RK

D, =8,73

W przeciwienstwie do analizy kontrastow obejmujacej porownanie kazdej z linii
z odmiang Rudzik dla kazdej z cech, obliczone wartosci odlegtosci Mahalanobisa z podang
wartoscig krytyczng pozwalajg na ocen¢ podobienstwa migdzy poszczegdlnymi liniami w
odniesieniu do analizowanych cech acznie (tab. 5). Najkrotsze odleglosci (najwigkszy
stopien podobienstwa) w zakresie od 0 do 2 uzyskano w poréwnaniach odmiany Rudzik
(R-K) z liniami R2 i R42, a najdluzsze (najmniejszy stopien podobienstwa) w
poréwnaniach odmiany Rudzik z wielorzedowymi liniami R 65 i R 68 (odpowiednio 21,3
i 16,5). Linie te roznitly si¢ tez najbardziej od kazdej z pozostatych. W dalszych
poréwnaniach najmniejszym podobienstwem do odmiany Rudzik (R-K) pod wzgledem
analizowanych cech (odleglosci w zakresie 5-6) charakteryzowaty si¢ linie: R 9, R 69, R
711 R 73. Do linii 0 najwigkszej odrebnosci (odlegtosci powyzej 7) zaliczy¢ mozna miedzy
innymi linie R 67 w stosunku do linii R69 i R 73, R69do R70i R 74 0razR 73 w
poréwnaniu z linig R 74.

W celu graficznego przedstawienia badanych obiektow zastosowano analize zmiennych
kanonicznych (Rencher, 1998). Umozliwia ona zobrazowanie odlegtosci 8-cechowych z
metrykg odlegtosci Mahalanobisa w formie graficznej i w ten sposob ulatwi¢ grupowanie
i charakterystyke wielocechowa (rys. 1). Przestrzenne rozmieszczenie obiektdw na
ptaszczyznie w odniesieniu do potozenia odmiany Rudzik potwierdza zréznicowanie linii
DH pod wzglgdem analizowanych cech. Skrajnym potozeniem i najwigksza odrgbnoscia
charakteryzuja si¢ linie R 65 i R 68, a w dalszej kolejnosci linia R 67 oraz R 66; R 73 1 R
69.
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Rys. 1. Rozmieszczenie linii DH i odmiany Rudzik w ukladzie dwu pierwszych zmiennych

kanonicznych
Fig. 1. Distributions of DH lines and cv. Rudzik in the first two canonical variables

WNIOSKI

Zastosowany chemomutagen — MNU w poréwnaniu z wariantem kontrolnym
wplywal na obnizenie efektywnosci uzyskiwania haploidow mierzonej stosunkiem
liczby uzyskanych ziarniakdw do liczby zapylonych kwiatéw oraz liczby haploidéw
do zapylonych kwiatow 1 wyktadanych na pozywke zarodkow.

Obnizenie efektywno$ci otrzymywania haploidow w kombinacji z mutagenem moze
mie¢ zwigzek z wywoltywanymi przez mutagen uszkodzeniami somatycznymi jak
rowniez indukowanymi mutacjami.

Warto$ci $redniego kwadratu z analizy wariancji cech iloSciowych z do$wiadczenia
polowego wskazuja na istotne zréoznicowanie linii DH uzyskanych przy wykorzystaniu
mutagenu w porownaniu z kontrola (odmiana Rudzik), a zastosowanie wielocechowe;j
metody statystycznej umozliwito identyfikacj¢ linii DH ktore w efekcie stosowania
mutagenu i procedury in vitro charakteryzowaly si¢ najwicksza odrebnoscia od ich
odmiany wyjsciowej

Zréznicowanie cech ilosciowych u uzyskanych roslin DH w kombinacji z mutagenem
w poréwnaniu z kontrolg (odmiana Rudzik) moze mie¢ charakter zmian natury
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genetycznej, bedacych efektem dzialania mutagenu. Wskazuje na to migdzy innym
uzyskanie linii DH o zmienionej w stosunku do kontroli rzgdowosci klosa.

5. Zastosowanie mutagenezy w systemie DH wedlug metodyki w prezentowanej pracy
umozliwia uzyskanie linii DH o poszerzonej zmienno$ci genetycznej cech, ktore moga
zosta¢ wykorzystane zarowno w praktyce hodowlanej, jak i badaniach podstawowych.
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