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Ocena zmiennosci fenotypowej 1 molekularne;j
okraglonasiennej formy ledzwianu siewnego
(Lathyrus sativus L.)

Estimation of variability on phenotypic and molecular level of spherical-seeded form
of grasspea (Lathyrus sativus L.)

Obiekty badawcze stanowily: mutant o okraglych nasionach, odmiany Derek i Krab, jako
potencjalny materiat z ktorego wywodzi si¢ wyselekcjonowana okraglonasienna forma oraz o obiekt
kolekeyjny z Wioch (typowy przedstawiciel ledzwiandow Potudniowej Europy). Zmienno$¢ cech na
poziomie fenotypowym oceniano w oparciu o wyniki dwuletnich dos§wiadczen polowych w latach 2008
1 2009 zatozonych w czterech zréznicowanych glebowo miejscowosciach wykorzystujac w tym celu
wielocechowa analiz¢ statystyczna. Zmienno$¢ genetyczna wyrazona stopniem podobienstwa
genetycznego oceniano za pomoca markerow ISSR. Ponadto, oceniano sklad chemiczny nasion w
odniesieniu do zawartosci biatka, tluszczu, profilu kwasow tluszczowych oraz neurotoksyny —
B-ODAP. Wykazano, ze kulista forma lgdzwianu pod wzgledem takich cech jak: liczba rozgatezien i
strakow z rosliny, dlugo$c¢ straka, masa nasion ze straka, liczba nasion z ro§liny, a zwlaszcza masa 1000
nasion rozni si¢ istotnie od odmian Derek i Krab, a wszystkie trzy formy reprezentuja inny morfotyp i
poziom cech plonotworczych w poréwnaniu z obiektem z Wloch. Ponadto, kulista forma
charakteryzowala si¢ wyzsza niz u pozostatych form zawartoscia biatka i tluszczu, z dominujaca
zawarto$cig kwasu oleinowego w profilu kwasow thuszczowych. Wszystkie rodzime formy ledzwianu
charakteryzowaly si¢ zblizona zawarto$cia w nasionach neurotoksyny — R-ODAP z wyraznie wyzsza
jej zawartoscig u formy z Wtoch. Wykreslony dendrogram na podstawie wynikéw analizy ISSR
wskazuje, ze krajowe formy charakteryzuja si¢ znacznym podobienstwem genetycznym i wyrazna
odrebnoscia od wloskiej formy. Wyniki na poziomie fenotypowym uzyskane z doswiadczen polowych
wskazuja ponadto, Zze spontaniczna mutacja ksztattu nasion powstata z duzym prawdopodobienstwem
w obrebie materialu populacyjnego z ktdrego pochodzi odmiana Derek, aczkolwiek na poziomie
molekularnym mutant wykazywat blizsze podobienstwo do odmiany Krab.

Stowa kluczowe: doswiadczenia polowe, Lathyrus sativus, markery ISSR, mutant okraglonasienny,
sktad chemiczny nasion, struktura plonowania

A mutant with spherical seeds was investigated together with two Polish cultivars: Derek and Krab
(most probable ancestors of the mutant) as well as an Italian grasspee line, typical for South-Western
Europe (Mediterranean Basin region). Variation of traits on phenotypic level was estimated basing on
results obtained from field trials conducted in four locations in 2008 and 2009. The multivariate analysis
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method was used. Genetic variation, expressed by degree of genetic similarity, was established with
the use of ISSR markers. Moreover, content of protein, fat, fatty acid composition and neurotoxin
content (B-ODAP) in seeds was estimated. The obtained results indicated, that the spherical-seeded
mutant, as compared to the cultivars Derek and Krab, was significantly different in the following traits:
number of branches and pods per plant, pod length, weight of seeds per pod, seeds number per plant,
as well as weight of 1000 seeds. Moreover, all three Polish forms represented different morphotype and
yield structure parameters than the Italian line. The seeds of spherical-seeded mutant showed higher
content of protein and fat as compared to another analyzed forms, with domination of oleic acid in fatty
acids composition. All Polish accessions were similar in neurotoxin content in seeds, markedly lower
in comparison to the Italian line. Results of hierarchical grouping (after use of the ISSR method) were
presented on the dendrogram which indicated that the cultivars and spherical-seeded mutant showed
high level of genetic similarity and markedly differed from the Italian line. The results obtained on the
phenotypic level from field trials, estimated with use of multivariate statistics, indicated the population
from which the cultivar Derek was derived as the most probable ancestor of the spherical seed mutant,
however on the molecular level the mutant showed closer genetic similarity to the cultivar Krab.

Key words:  chemical composition of seeds, field trials, ISSR markers, Lathyrus sativus, spherical-
seeded mutant, yield-contributing traits

WSTEP

Biorac pod uwagg zachodzace zmiany klimatyczne i priorytetowe znaczenie w tym
kontekscie odpornosci roslin na stresy abiotyczne, w ostatnim czasie coraz wigkszego
znaczenia nabierajg prace badawcze nad niedocenianymi i marginalnymi gatunkami ro$lin.
W obrgbie rodzaju Lathyrus nalezy do nich niewatpliwie lgdZzZwian siewny. Rodzaj
Lathyrus nalezy do plemienia Vicieae, do ktérego naleza tak wazne gatunki roslin
straczkowych cywilizacji srodziemnomorskiej jak: bobik (Vicia faba L.), groch siewny
(Pisum sativum L.) czy soczewica (Lens culinaris L.). Wedtug Allkin i in. (1983) do
rodzaju Lathyrus zalicza si¢ 187 gatunkow obecnych zaréwno na terenie Starego — jak i
Nowego Swiata. Najbardziej rozpowszechnionym gatunkiem uzytkowym z rodzaju
Lathyrus jest lgdzwian siewny (Lathyrus sativus L.), ktory byt juz uprawiany na Batkanach
okoto 8000 lat przed Chrystusem. Rowniez wykopaliska archeologiczne prowadzone w
Turcji i Iraku wskazuja, ze gatunek ten byt od dawna uprawiany w tych krajach.

Wedtug Milczakaiin. (1997, 2001) lgdzwian siewny trafil na ziemie polskie na Podlasie
wraz z osadnictwem tatarskim w XVII wieku. Prawdopodobnie w poczatkowym okresie
towarzyszyl on soczewicy jako chwast i stopniowo w miar¢ wypierania soczewicy na
obszary o mniej korzystnych warunkach klimatyczno-glebowych na znaczeniu zyskiwaé
zaczela uprawa lgdZzwianu siewnego. Pierwszym obiektem badan rozpoznawczych w
Polsce w 1991 roku byla populacja miejscowa ledzwianu ze wsi Derewiczna oznaczona
symbolem DER. Populacja ta, jak rowniez inne genotypy, postuzyty w 1992 roku do oceny
ich plonowania (Milczak i in., 1997). Rownolegle z rozwijajacymi si¢ badaniami
prowadzono hodowle tworcza ledzwianu we wspélpracy z AR Lublin - "Spdjnia"
Nochowo. Wspétpraca ta zaowocowata wpisaniem w roku 1998 do Rejestru Oryginalnych
Odmian Roslin Warzywnych dwoch odmian ledzwianu Derek i Krab.

W Polsce mamy przewage gleb lzejszych i piaszczystych, stanowigcych 60%
wszystkich gruntow ornych. Na glebach tych tradycyjnie uprawia si¢ zyto, ziemniaki,
czasem seradele, tubin czy owies, a nie wysokobiatkowe ro$liny straczkowe jak groch czy
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bobik wymagajace znacznie lepszych stanowisk. Ledzwian siewny ma mate wymagania
siedliskowe 1 dlatego moze by¢ konkurencyjny (alternatywny) do wyzej wymienionych
gatunkow. Wedlug danych literaturowych posrod wszystkich gatunkow roslin
stragczkowych ledzwian charakteryzuje si¢ wyjatkowa tolerancja na stresy abiotyczne
(Campbell i in., 1994). Gatunek ten w warunkach krajowych jest w zasadzie wolny od
chorob i szkodnikow typowych dla innych roslin straczkowych, a wedlug opinii licznych
autoréw jego najwicksza zaletg jest unikalna tolerancja na susz¢ i mozliwo$¢ uprawy na
glebach lekkich, nawet V i1 VI klasy (Dziamba, 1997). Jest to szczeg6lnie istotne z uwagi
na cykliczne okresy suszy obserwowane w ostatnich latach wskutek globalnych zmian
klimatycznych. Stad lgedzwian siewny zostal uznany za gatunek proekologiczny i
modelowa rosling dla potrzeb zrownowazonego rolnictwa (Vaz Patto i in., 2006). Ponadto,
w podsumowaniu wynikoéw zawarto$ci biatka ocenianego w pracach dziesigciu roznych
autoréw, jego $rednia zawarto$¢ wynosita 29,6% w zakresie od 26,3 do 34,3% (Hanbury i
in., 2000).

W roku 1992 w populacji lgdzwianu siewnego z Podlasia (z ktorej wywodza si¢
odmiany Derek i Krab), Profesor Milczak (UP Lublin) zaobserwowat wérod zebranych z
tych roslin nasion niewielka liczbe catkowicie okraglych, przy kanciasto-toporkowatych
nasionach typowych dla wszystkich populacji z Podlasia, a takze innych form ledzwianu.
Nasiona tej formy Profesor Milczak przekazal do kolekcji marginalnych roslin
straczkowych IGR PAN, umozliwiajac badania nad ta forma na poziomie fenotypowym i
molekularnym. Jest to glowny cel prezentowanej pracy, a obiekty badawcze poszerzono o
odmiany Derek i Krab, oraz o obiekt kolekcyjny z Wtoch, jako typowego przedstawiciela
ledzwianow Potudniowej Europy.

MATERIAL I METODY

W roku 1992 w populacji ledzwianu siewnego z Podlasia (z ktorej wywodzg si¢
odmiany Derek i Krab), Profesor Milczak (UP Lublin) stwierdzil po zbiorze roslin
obecno$¢ niewielkiej liczby catkowicie okraglych nasion, przy kanciasto-toporkowatych
nasionach typowych dla wszystkich populacji z Podlasia a takze innych form ledzwianu.
Nasiona tej formy Profesor Milczak przekazal do kolekcji marginalnych roslin
straczkowych IGR PAN, umozliwiajac badania nad nig na poziomie fenotypowym i
molekularnym. Material do badan stanowila okragtonasienna forma (prawdopodobnie
mutant spontaniczny) lgdzwianu siewnego, dwie krajowe odmiany: Derek i Krab oraz
wloska linia S 79 (LAT 4064/1) uzyskana z Banku Genéw w Gatersleben (Niemcy).
Nasiona wyzej wymienionych obiektow w latach 2008 i 2009 postuzyly do zalozenia
doswiadczen polowych. Mimo, ze $rednia opadéw w obydwu latach (dane ZD Przybroda,
UP Poznan) w okresie wegetacji od marca do konca sierpnia byta zblizona (odpowiednio;
457,41431,4 mm) to istotne réznice obserwowano w poszczegolnych miesiacach (tab. 1).
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Tabela 1
Poziom opadow i Srednie temperatury w okresie doSwiadczen polowych w roku 2008 i 2009
w poréwnaniu z rokiem 2010
Level of rainfall (mm) and air temperature during field trials period of 2008-2009 in comparison

to 2010
. Temperatura (°C)
Micsiae Opady (mm) — Rainfall (mm) Temperature (°C)
Mot 2008 2009 2010
suma dekady suma dekady suma dekady 2008 2009 2010
total decade total decade total decade
y 2.0 9.8 10,6
Ma;rrzce}f 574 12,5 54,2 15,0 46,6 4.4 35 55 4,1
42,9 29.4 31,6
Kwviociof 18,0 02 14
xlgfi‘fn 112,4 38,2 19,6 4 19,4 2.8 7.9 11,7 9,1
56,2 15,4 152
Mai 1,0 12,4 344
M;‘Jy 16,8 6,0 85,4 12,8 70,6 32,4 13,7 12,5 12,5
9.8 60,2 3.8
Croru 14,0 61,8 22
Zflfrvlve‘“ 30,4 6,6 160 24,8 33,4 20,0 17,3 14,6 18,0
9.8 734 112
Lioi 23,0 334 10,0
JIE;;C 124,0 38,8 794 34 86,0 1,8 19,0 18,5 22,0
62,2 12 74,2
Siernios 10,4 152 51,4
lerpien 116,4 83,8 32,8 17,6 153,6 43,8 17,6 18,8 18,5
August
222 0 58,4
Suma Il = VIIT 57 4 — 4314 — 409,6 — — — —

Total 11T - VIII

W przeciwienstwie do roku 2009, rok 2008 charakteryzowat si¢ silnym niedoborem wody
w maju i czerwcu (16,8 1 30,4 mm) i bardzo wysokim poziomem opaddéw w lipcu i sierpniu
(124 i 116,4 mm) Doswiadczenia polowe zakladano metoda kompletnych blokow
losowanych w trzech powtorzeniach i czterech lokalizacjach: Przybroda — ZD
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu (gleba klasy Illa), Przebedowo — HR Smolice
(IVa) oraz Cerekwica — Pole Do$wiadczalne IGR PAN (dwie lokalizacje: IlIb i IVD).
Rozstawa migedzy rzgdami wynosita 60 cm a w rzedzie nasiona umieszczano co 30 cm. W
okresie wegetacji prowadzono opis cech botanicznych, a po indywidualnym zbiorze roslin
na 15 losowo wybranych roslinach w kazdym powtorzeniu oceniano: wysokos¢ roslin,
wysoko$¢ osadzenia pierwszego od podstawy ro§liny straka, liczbe rozgatezien z rosliny,
0go6lng liczbe stragkow z rosliny, liczbe stragkow z nasionami, dtugos¢ i szerokos¢ straka,
liczbe i mase nasion ze straka, liczb¢ nasion z rosliny oraz wartos¢ MTN. Uzyskane nasiona
wykorzystano do oceny zawarto$ci biatka, tluszczu oraz analizy sktadu kwasow
thuszczowych 1 B-ODAP. Zawarto$¢ biatka oznaczano metoda Kjeldahla. Procentowa
zawarto$¢ thuszczu w nasionach okre$lano metoda wagowa przez ekstrakcje thuszczu w
aparacie Soxleta, a zawarto$¢ kwasow tluszczowych przy wykorzystaniu chromatografu
(Hewlett Packard, Gas Chromatograph 5890) i kolumny kapilarnej (30 m, RTX-225).
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Zawarto$¢ neurotoksyny B-ODAP okreslana byla wedlug metody opracowanej przez Rao
(1978) 1 Briggs 1 in. (1983) z modyfikacjami autorskimi (Pankiewicz i Rybinski, 2008).

Wyniki uzyskane z do$wiadczen polowych, jak i z laboratoryjnej oceny nasion,
opracowano statystycznie wykorzystujac w tym celu wielocechowa metode analizy
statystycznej. Oceng i wyniki testowania porownan $rednich migdzy obiektami przedsta-
wiono w formie kontrastu (Calinski i in., 1976, Ceranka i in., 1997). Podobienstwo mi¢dzy
analizowanymi formami pod wzgledem wszystkich badanych cech wyrazono
odlegtosciami Mahalanobisa. Zastosowano analiz¢ zmiennych kanonicznych (Camussi i
in., 1985; Rencher, 1992). Umozliwita ona zobrazowanie odleglosci wielocechowych
obiektow z metryka odlegtosci Mahalanobisa w formie graficznej i w ten sposob utatwic¢
grupowanie i ich wielocechowg charakterystyke.

Ocene podobienstwa genetycznego ocenianych form prowadzono z uzyciem 22
wczesniej wyselekcjonowanych markeréw ISSR. Dla kazdej z odmian/form badano po
sze$¢ roslin. DNA wyizolowano z 15 dniowych siewek rosngcych w szklarni metoda
CTAB (Murray i Thompson, 1980). Reakcje przeprowadzono wedlug nastgpujacego
schematu: 94°C przez 3 min, 40 cykli: 94°C — 60s, 50°C — 60s 1 72°C — 120s, a
nastgpnie 72°C przez 8 min. Produkty amplifikacji rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym
zawierajacym bromek etydyny w stezeniu 0,5 mg/L przy napigciu 110 V przez 100 minut.
Obecnos¢ prazka oznaczono symbolem 1, a jego brak 0. Wyniki analizowane byty przy
uzyciu programu UVIMAP w funkcji Nei i Li (1979):

2N,
" N, +N,

gdzie N; oznacza liczbe prazkéw wystepujacych w obu genotypach, natomiast N; oraz
N; oznaczajg liczbe prazkéow charakterystycznych dla danego genotypu. Wartos¢ GSj
oznacza indeks podobienstwa pomigdzy dwoma badanymi genotypami. Uzyskane wyniki
przedstawiono w formie dendrogramu.

GS

WYNIKI I DYSKUSJA

Ledzwian siewny jest uprawiany zaréwno na terenie Starego, jak i Nowego Swiata. Jego
uprawa koncentruje si¢ przede wszystkim w Bangladeszu, Chinach, Indiach, Nepalu i
Pakistanie i w mniejszym zakresie w wielu krajach Europy, $rodkowego wschodu,
ponocnej Afryce, a takze Ameryce Poludniowej: w Chile i Brazylii. Zmienno$¢ cech
fenotypowych wigze si¢ z geograficznym pochodzeniem ledzwianow. Wedlug Smartt
(1984) biato kwitngce rosliny s typowe dla regionu Srodziemnomorskiego, a niebiesko
kwitngce przewazajg w miar¢ przesuwania si¢ w kierunku potudniowo-wschodniej Azji,
co dotyczy takze Nepalu, Bangladeszu i Pakistanu, przy czym rzadziej ro§liny charaktery-
zowaly si¢ kwiatem czerwonym, a w Bangladeszu kwiatem rozowym. Krajowe formy
ledzwianu (podobnie jak wigkszos¢ form w krajach o$ciennych) charakteryzujg si¢ biatg
barwa kwiatow (Rybinski i in., 2008) i t3 barwa odznaczaty si¢ krajowe obiekty kolekcyjne
analizowane w prezentowanej pracy. Na znaczng korelacj¢ migdzy barwg kwiatu, a barwa
okrywy nasiennej wskazuje Desphande i Campbell (1992) stwierdzajac, ze biato-kwitnace
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ro$liny wytwarzaly jasne nasiona, a barwnie kwitngce, nasiona ciemne. Linie lgdzwianu o
biatych czy kremowych nasionach najczesciej znajdowano posrdd form europejskich a
linie wytwarzajace nasiona barwne sa raczej typowe dla materialow z Etiopii czy
subkontynentu indyjskiego, o nizszej MTN. Ksztalt nasion moze by¢ kanciasty,
toporkowaty, romboidalny czy romboidalno-trojkatny z tym, ze niektére duze nasiona z
Wtoch bywajg mniej lub bardziej romboidalnie sptaszczone (Rybinski i in., 2008; Grela i
in., 2010). Stad ewenementem w skali $wiatowej jest okragtonasienny (kulisty)
spontaniczny mutant o jednolicie jasnej barwie okrywy nasiennej znaleziony przez Prof.
Milczaka w materiatach populacyjnych pochodzacych z Podlasia, a bgdacy glownym
obiektem prezentowanych badan.

W tabeli 2 przedstawiono wartosci srednich dla cech ocenianych na podstawie
doswiadczen polowych jak i sktadu chemicznego nasion.

Tabela 2
Wartosci §rednich dla cech z doswiadczen polowych oraz analiz skladu chemicznego nasion
Means for traits from field trials and analyzes of chemical composition of seeds

Cechy Obiekty — Objects
Traits Derek | Krab | Mutant | S79

Wysokos¢ roslin (cm) — Plant height 53,97 64,71 67,7 61,56
Wysoko$¢ osadzenia najnizszego straka (cm) — Height of the lowest pod 14,95 17,68 15,59 14,04
Liczba rozgalezien z rosliny — No. of branches/plant 7,49 8,86 6,37 7,77
Ogolna liczba strakéw z rosliny — No. of all pods/plant 71,36 78,47 56,45 58,96
Liczba strakéw z rosliny z nasionami — No. of pods with seeds/plant 62,46 73,66 50,53 52,84
Dtugos¢ straka (cm) — Pod length 3,39 3,55 2,92 3,74
Szeroko$¢ straka (cm) — Pod width 1,07 1,14 1,10 1,37
Liczba nasion ze strgka — No. of seeds/pod 3,43 3,04 3,00 1,86
Masa nasion ze straka (g) — Weight of seeds/pod 0,41 0,54 0,26 0,61
Liczba nasion z ro$liny — No. of seeds/plant 169,4 184,95 137,19 85,77
MTN (g) — Weight of 1000 seeds 133,39 179,09 86,07 330,0,2
Zawartos¢ biatka (%) — Protein content 25,6 25,4 28,6 27,0
Zawartos¢ thuszczu (%) — Fat content 0,8 0,9 1,05 0,86
Kwas palmitynowy (%) — Palmitic acid 7,56 7,77 7,51 7,07
Kwas stearynowy (%) — Stearic acid 4,47 425 4,11 5,02
Kwas oleinowy (%) — Oleic acid 28,07 27,9 33,35 30,93
Kwas linolowy (%) — Linolic acid 48,23 48,71 44,93 47,57
Kwas linolenowy (%) — Linolenic acid 9,51 9,32 9,0 9,16
Zawarto$¢ neurotoksyn 3-ODAP (%) — Content of neurotoxin 3-ODAP 1,09 1,01 1,02 1,52

W poréwnaniu z pozostalymi obiektami mutant okraglonasienny charakteryzowat si¢
dluzszymi pedami, nizszg liczba rozgalgzien z ro$liny, strakéw z rosliny, krotszym
strakiem, nizszg masg nasion ze strgka, a przede wszystkim silng redukcja masy
pojedynczego nasiona, co znalazto odzwierciedlenie w bardzo niskiej warto§ci MTN, nie
przekraczajacej 90 g. Odmiana Derek najbardziej réznila si¢ od odmiany Krab pod
wzgledem wysokosci ro§lin, powigzang z ta cechg wysokoscig osadzenia najnizszego
straka, wyzszg liczbg nasion ze strgka przy nizszej masie jak i nizszg liczbg nasion z rosliny
i wartoscig MTN. Na tle krajowych odmian wtoska forma S 79 wyr6zniala si¢ migdzy
innymi dluzszym i szerszym stragkiem, co skutkowalo bardziej eliptycznym ksztattem
straka, nizszg liczba nasion w straku przy ich wyzszej masie, a przede wszystkim wysoka
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masg pojedynczego nasiona co rzutowalo na wysoka warto§¢ MTN, powyzej 300 g. Pod
wzgledem sktadu chemicznego nasion, mutant w porownaniu z pozostatymi obiektami,
charakteryzowal si¢ najwyzsza zawartoscig biatka 1 tluszczu, a w profilu kwasow
thuszczowych wysoka zawartos$ciag kwasu oleinowego, zwtaszcza w odniesieniu do obydwu
odmian. Na uwage zasluguje wyrdwnana i nizsza zawarto$¢ antyzywieniowego zwigzku
neurotoksyny (3-ODAP) u form krajowych w porownaniu z wloska forma S 79.

Dla poréwnania mutanta z pozostatymi obiektami kolekcyjnymi pod wzgledem kazdej
z cech wyliczono warto$ci kontrastu (tab. 3).

Tabela 3
Ocena wartoSci kontrastu dla cech w poréwnaniach mutanta z pozostalymi obiektami
Contrast estimation for the traits in comparisons between mutants and remaining accessions

Cechy Rgdzaj kontrastu
Traits Kind of contrast
mutant — Derek| mutant — Krab | mutant — S 79

Wysokos¢ roslin (cm) — Plant hight 13,72%* 2,98 6,14
Wysokos¢ osadzenia najnizszego straka — High of the lowest pod (cm) 0,63 -2,09%** 1,54%*
Liczba rozgatezien z rosliny — No of branches/plant -1,12%* -2,49%* -1,39%**
Ogolna liczba strakow z rosliny — No. of all pods/plant -14,91%* -22,01%* -2,5%
Liczba strakéw z roéliny z nasionami — No. of pods with seeds/plant -12,12%* -23,32%* -2,5%%
Dlugo$¢ straka (cm) — Pod length -0,47** -0,63** -0,81%**
Szeroko$¢ straka (cm) — Pod width 0,03 -0,04 -0,27%*
Liczba nasion ze straka — No. of seeds/pod -0,43%* -0,039 1,13%*
Masa nasion ze straka (g) — Weight of seeds/pod -0,14%** -0,27** -0,35%**
Liczba nasion z rosliny — No. of seeds/plant -32,21%* -47,75%* 51,41**
MTN (g) — Weight of 1000 seeds -47,31%* -93,01%* -243,94%*
Zawartos¢ biatka (%) — Protein content 2,94%* 3,11%* 1,51*
Zawartos¢ ttuszczu (%) — Fat content 0,25 0,15 0,19
Kwas palmitynowy (%) — Palmitic acid -0,05 -0,26 0,44
Kwas stearynowy (%) — Stearic acid -0,36 -0,14 -0,91*
Kwas oleinowy (%) — Oleic acid 5,28 5,45 2,41
Kwas linolowy (%) — Linolic acid 23,3 -3,78 -2,64
Kwas linolenowy (%) — Linolenic acid (%) -0,51 -0,33 -0,16
Zawarto$¢ neurotoksyn 3—ODAP (%) — Content of neurotoxin — 3—ODAP -0,07 0,014 -0,48*

*Istotnos$¢ na poziomie o = 0,05; Significant at o = 0.05
**[stotno$¢ na poziomie o = 0,01; Significant at o = 0.01

Pod wzgledem cech fenotypowych i struktury plonowania mutant roznit si¢ istotnie od
odmian: Derek, Krab i formy S 79 pod wzgledem odpowiednio: dziewigciu, o$miu i
dziesigciu cech, a sktadu chemicznego nasion: jednej, jednej i trzech cech. Wicksza czesé
kontrastow w odniesieniu do cech struktury plonowania przyjmowata wartosci ujemne,
wskazujace na nizsze wartosci cechy u mutanta w poréwnaniu z odmianami i formag S 79.
Pod wzgledem wysokosci roslin mutant przewyzszat pozostale formy (tab. 2), aczkolwiek
istotng 1 dodatnig warto$¢ kontrastu uzyskano w porownaniu mutanta z odmiang Derek
(tab. 3). W zaleznosci od odmiany i warunkéw srodowiskowych ro§liny moga osiggac
r6zng wysoko$¢. W badaniach nad europejskimi materiatami kolekcyjnymi w warunkach
umiarkowanego stresu wodnego zakres wysokosci roslin wynosit od 37,2 cm do 63,6 cm
(Rybinski i in., 2008). W roku o normalnej wielkosci opadéw wysokos$¢ roslin wynosita od
67,8 do 94,3 cm, a w bardziej suchym roku 2003 zakres zmienno$ci tej cechy wynosit
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zaledwie od 25,6 do 42,7 cm (Kozak i in., 2008). Analizujac 1187 form z Indii wysokos¢
ros$lin wynosita od 15 do 68 cm (Pandey i in., 1995), w warunkach Kanady od 24 do 172
cm (Campbell, 1997) a w pracach Dziamby (1997) od 60 do 120 cm. Ujemng i istotng
warto$¢ kontrastu migdzy mutantem, a kazdym z pozostatych obiektow uzyskano dla
liczby rozgatezien z rosliny. Jest ona nizsza dla mutanta przy bardziej potwyprostowanym
pokroju roslin w poréwnaniu z rozpostartym, typowym dla pozostatych obiektow. Wedlug
Mehry 1 in. (1995) formy kolekcyjne z Francji wyksztalcaty $rednio 5,2 rozgalezien z
ro$liny, z Bangladeszu 5,7; z Cypru 5,5 a Etiopii, Afganistanu i Niemiec po 5,0. Mniejsza
krzewisto$§¢ mutanta wyrazona liczba rozgalgzien miata wplyw na obnizenie liczby
strakow z rosliny w poréwnaniu z pozostatymi obiektami i redukcj¢ liczby nasion z ro§liny
(ujemne 1 istotne wartosci kontrastu). W poroéwnaniu z odmianami, a zwlaszcza formg S
79 mutant charakteryzowat si¢ istotnie krotszym strakiem, nizsza liczba nasion w straku
niz odmiany, ale istotnie wyzszg wartoscig tej ostatniej cechy w odniesieniu do
wielkonasiennej wtoskiej formy S 79. Masa nasion ze stragka u mutanta byla istotnie nizsza
anizeli u pozostatych obiektow. Krajowe odmiany charakteryzujg si¢ strakiem podtuznym
o dhugosci do 4 cm, a niektore wielkonasienne formy z Wtoch czy Hiszpanii stragkiem
szerszym i bardziej eliptycznym (Rybinski i in., 2008). Dlugos¢ straka moze wahaé si¢ w
granicach od 1,7 do 5,6 cm w warunkach Kanady (Campbell i in., 1997) i od 3,6 do 4,0 cm
oraz od 2,9 do 3,1 cm odpowiednio w Indiach i Syrii (Mehra i in., 1995). Wedlug Yadov
(1995) drobnonasienne linie z w Potudniowo-Wschodniej Azji wigza z reguly wigcej
nasion w straku (od 2 do 5), anizeli linie o wigkszych nasionach u form kanadyjskich, od 1
do 4 (Campbell, 1997). Najwieksze zroznicowanie mutanta w poréwnaniu z pozostatymi
obiektami dotyczylo wartosci MTN. MTN dla mutanta nie przekraczala 90 g przy
warto$ciach 133; 1791 330 g odpowiednia dla odmian Derek i Krab oraz wtoskiej formy S
79 (tab. 2). Warto$¢ kontrastu dla MTN w porownaniach mutanta byta statystycznie istotna
(tab. 3). Wedlug Dziamby (1997) wartosci graniczne masy 1000 nasion dla ich podziatu na
drobnonasienne, $rednio nasienne i grubonasienne wynosza odpowiednio: 50-150 g; 150-
250 g i powyzej 250 g. Posrdod krajowych odmian Derek i Krab pierwsza z nich to forma
drobnonasienna o masie 1000 nasion nie przekraczajacej 130g, a druga $rednio nasienna o
masie w granicach do 200 g (Milczak i in., 1997). Zblizone wartosci MTN dla obu odmian
uzyskano w prezentowanej pracy, zaliczajac z kolei wloska linig¢ S 79 do form grubo-
nasiennych. Wysoka mase 1000 nasion uzyskano dla S 79, co potwierdza doniesienia
Hammer i in. (1989) o obecnosci w poludniowych Wtoszech linii o wyjatkowo duzych
nasionach. W Australii posrod 451 form kolekcyjnych MTN wynosita od 190 do 220 g
(Hanbury i in., 1995), w Bangladeszu od 29,5 do 67,6 g (Sarvar i in., 1995), a w Kanadzie
posrod 732 form od 56 do 288 g (Campbell, 1997). Formy drobnonasienne z reguly
pochodzity z Azji potudniowo-wschodniej, a grubonasienne z terenow Morza Srodziem-
nego. U lokalnych linii z Hiszpanii zakres zmienno$ci MTN wynosit od 138 do 368 g (De
La Rossa i Martin, 2001).

Nasiona ledzwianu charakteryzujg si¢ wysoka zawarto$cig biatka, wynoszacg od 18,2
do 36% (Williams i in., 1994). Wedlug Hanbury i in. (2000) od 26 do 34,3%, przy
zawartos$ci biatka u grochu i bobiku wynoszacej 23 i 24 % (Petterson i in., 1997) i nizszej
zawarto$ci u ledzwianu anizeli u lubinu (32%), a zwlaszcza soi — 42% (Ravindran i Blair,
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1992). W prezentowanej pacy najwyzsza zawartoscig biatka (28,6%) charakteryzowat si¢
okragtonasienny mutant (tab. 2). W poroéwnaniach mutanta z pozostalymi obiektami
uzyskane warto$ci kontrastu byly istotne (tab. 3), wyzsze w poréwnaniach z odmianami
anizeli z forma S 79. Rowniez pod wzglgdem zawartosci ttuszczu (1,05%) mutant
przewyzszat pozostate obiekty aczkolwiek uzyskane roznice byly statystycznie nieistotne.
Nasiona ledzwianu, podobnie jak inne gatunki ro§lin strgczkowych zawieraja niewiele
thuszczu na poziomie okoto 0,6% (Duke, 1981; Williams i in., 1994). Wedlug Hanbury i
in. (2000) profil kwaséow thuszczowych ledzwianu jest podobny do nasion innych roslin
straczkowych, u ktorych najwigcej jest kwasu linolowego, a nastgpnie kwasu oleinowego.
Réwniez w prezentowanej pracy w profilu kwaséw tluszczowych stwierdzono dominujgca
zawarto$¢ obydwu wyzej wspomnianych kwasow (tab. 2). Z wyjatkiem nieco wyzszej
zawarto$ci u mutanta kwasu oleinowego 1 nizszej kwasu linolowego (warto$ci
statystycznie nieistotne) nie obserwowano istotnych réznic migdzy badanymi obiektami
pod wzgledem sktadu kwasow ttuszczowych (tab. 3). Wedtug Greli i Winiarskiej (1997)
znaczny udzial w tluszczu kwasu linolowego, oleinowego oraz palmitynowego i
linolenowego wskazuje, ze tluszcz nasion ledzwianu jest wysoce dietetyczny, zblizony
sktadem i przydatnos$cig do oleju sojowego.

Z wyjatkiem neurotoksyn (3-ODAP) nasiona lgdzwianu siewnego charakteryzujg si¢
korzystnym sktadem chemicznym (Grela i Winiarska, 1997) i sg wykorzystywane do spo-
zycia, a takze w zywieniu zwierzat (Smulikowska i in., 2008). Rodzime odmiany i mutant
charakteryzuja si¢ prawie identyczng zawartoscig PB-ODAP, nizszg anizeli wioska linia
S 79 (tab. 2). Wskazuje to na bezpieczniejsze spozywanie i skarmianie nasion krajowych
form. Jak dotad nie zidentyfikowano linii catkowicie wolnych od B3-ODAP, aczkolwiek
uzyskano juz formy o niskiej, lub jego wrecz sladowej zawartosci (Jeswani i in., 1970;
Kauliin., 1985; Campbell, 1987). W efekcie indukowania mutacji uzyskano takze mutanty
0 obnizonej zawartosci B-ODAP w porownaniu z wyj$ciows, krajowa odmiang Krab
(Rybinski i Grela, 2007).

W tabeli 4 przedstawiono poréwnanie migdzy poszczego6lnymi obiektami kolekcyjnymi
pod wzgledem badanych cech tacznie, dla sktadu chemicznego nasion i cech
fenotypowych. Najwieksze podobienstwo wyrazone odleglosciami Mahalanobisa
uzyskano w poroéwnaniach odmian Derek i Krab i to zarowno dla cech fenotypowych jak i
sktadu chemicznego nasion potwierdzajgce ich pochodzenie ze wspdlnej populacji z
Podlasia, na co wskazuje Milczak i in. (1997). Z kolei mutant pod wzgledem cech
fenotypowych jest znacznie bardziej zblizony do odmiany Derek anizeli Krab. Sugeruje to,
ze spontaniczna mutacja ksztattu nasion (obydwie formy w przeciwienstwie do odmiany
Krab naleza do form drobnonasiennych) zaszta prawdopodobnie w populacji z ktorej
wywodzi si¢ odmiana Derek. Najmniejszym podobienistwem charakteryzowaty sie
poszczegblne formy krajowe w porownaniu z wloska forma S 79, przy czym najbardziej
od S 79 rozni si¢ okraglonasienny mutant, a w nastepnej kolejnosci odmiana Derek oraz
Krab.
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Tabela 4
Poréwnanie podobienstwa analizowanych obiektéw pod wzgledem cech fenotypowych i skladu
chemicznego nasion wyrazone odleglosciami Mahalanobisa
Comparison of similarity of the analyzed accessions for phenotypic traits and chemical composition of
seeds expressed in Mahalanobis distances

, . Odlegtosci Mahalanobisa — Mahalnobis distances
Poréwnywane obiekty - -
C . cechy fenotypowe sktad chemiczny nasion
ompared accessions . . . o
phenotypic traits chemical composition of seeds
Mutant — Derek 12,51 6,94
Mutant — Krab 23,60 7,09
Mutant — S 79 37,62 3,03
Derek — S 79 30,92 5,85
Krab — S 79 25,58 6,36
Derek — Krab 12,07 1,03

Pod wzgledem sktadu chemicznego nasion najbardziej podobne byly odmiany Derek i
Krab, a najmniej obydwie odmiany w poréwnaniu z mutantem i forma S 79. Niewatpliwie
interesujace jest blizsze podobienstwo mutanta z forma S 79, anizeli z kazdg z odmian.
Graficznym wyrazem wyzej obserwowanych i oméwionych réznic jest potozenie obiektow
na ptaszczyznie w uktadzie dwoch pierwszych zmiennych kanonicznych prezentowanych
na rysunkach 11 2.

O T T T T T T
] 1 2 3 4 5 6 4
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24

-3 O Derek
¢ Krab
O Mutant

41 AST9

@)
A
-5+
=
-6
<o
-7

Rys. 1. Rozklad badanych obiektéw pod wzgledem cech fenotypowych w ukladzie dwéch pierwszych
zmiennych kanonicznych
Fig. 1. Distribution of analyzed accessions for phenotypic traits in two first canonical variables
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Rys. 2. Rozklad badanych obiektow pod wzgledem skladu chemicznego nasion w ukladzie dwéch
pierwszych zmiennych kanonicznych
Fig. 2. Distribution of analyzed accessions for chemical composition of seeds in two first canonical
variables

Podobienstwo badanych form kolekcyjnych na poziomie molekularnym analizowano
przy wykorzystaniu markeréw ISSR. Uzyskane warto$ci wspotczynnikéw podobienstwa
genetycznego (tab. 5) umozliwity hierarchiczne grupowanie obiektow wyrazone graficznie
w formie dendrogramu (rys. 3).

Tabela 5
Wspélezynniki podobienstwa genetycznego materialow kolekcyjnych ledzwianu siewnego
Genetic similarity coefficients of grass pea accessions

Derek 0,99-1,00 — — —

Krab 0,76-0,77 0,99-1,00 — —

Mutant 0,76-0,77 0,82-0,83 0,99-1,00 —
S 79 0,53 0,59-0,60 0,55-0,56 1,00
Derek Krab Mutant S 79

Analizujac wartosci wspotczynnikdéw podobienstwa genetycznego, najwyzsze wartosci
(0,82-0,83), a za tym i najwigcksze podobienstwo uzyskano w poréwnaniach mutanta z
odmiang Krab, a na nizszym ale identycznym poziomie (0,76—0,77) w poroéwnaniach
mutanta z odmiang Derek oraz migdzy odmianami Derek i Krab. Potwierdza to
wczesniejszy wniosek o pochodzeniu krajowych form ze wspdlnej populacji z Podlasia.
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Rys. 3. Hierarchiczne grupowanie obiektéw na podstawie podobienstwa genetycznego
Fig. 3 Hierarchical grouping of accessions on the basis of genetic similarity

W porownaniach mutanta z odmianami wigkszym podobienstwem genetycznym
charakteryzuje si¢ mutant w porownaniu z odmiang Krab anizeli Derek. Mimo, ze
obserwacje na poziomie fenotypowym sugeruja blizsze podobienstwo mutanta do odmiany
Derek (potwierdza to réwniez ustna informacjg Prof. Milczaka), a na molekularnym do
odmiany Krab, nie ulega watpliwo$ci ze mutant pochodzi z populacji z Podlasia z ktorej
droga selekcji wyprowadzono obydwie krajowe odmiany. Najmniejsze podobienstwo
genetyczne wykazano w poréwnaniach krajowych obiektow kolekcyjnych z wloska forma
S 79 (odpowiednio 0,53; 0,55-0,56 1 0,59-0,60 w poréwnaniach z: Derkiem, mutantem i
Krabem) wskazujac na odmienno$¢ krajowej populacji reprezentujacej formy z Europy
srodkowej 1 wschodniej z grubonasiennymi formami strefy §rodziemnomorskiej, ktore
blizej charakteryzuje Tavoletti i Capitani (2000).

WNIOSKI

1. Wyniki potwierdzajg odrebno$¢ mutanta od badanych obiektow pod wzgledem
analizowanych cech ilo§ciowych.

2. Wyliczone odleglosci Mahalanobisa dla cech ocenianych w doswiadczeniu polowym
wskazuja na najwicksze podobienstwo mutanta do odmiany Derek, mniejsze do
odmiany Krab a najmniejsze do formy S 79.
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3. Wspotczynniki podobienistwa genetycznego wskazujg wigksze podobienstwo mutanta
do odmiany Krab i jednoczesnie wysoka odrebnos¢ krajowych form od obiektu z
Wioch.

4. Mimo, ze wyniki badan podobienstwa mutanta do odmian na poziomie fenotypowym
i molekularnym pozostaja ze sobg w sprzecznosci, nie ulega watpliwosci, ze
spontaniczny mutant okragtonasienny pochodzi z populacji ledzwianu z Podlasia z
ktorej drogg selekcji wyprowadzono odmiany Derek i Krab.
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