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Molekularne 1 fenotypowe zroéznicowanie
odmian 1 lini1 podwojonych haploidow pszenicy
(Triticum aestivum L.)

Molecular and phenotypic differentiation of wheat (Triticum aestivum L.) varieties
and their doubled haploid lines

Celem badan bylo stwierdzenie, czy odmiany pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.)
uprawiane w Polsce, sa homogenne pod wzglgdem genetycznym. Badanie jednorodnosci odmian
prowadzono poprzez pordéwnanie linii podwojonych haploidéw z odmianami wyj$ciowymi pod
wzgledem fenotypowym i molekularnym. Analizowano 7 odmian pszenicy ozimej (Batis, Changer,
Elena, Kobra, Kornett, Kris i Mikon) oraz uzyskane znich linie podwojonych haploidow (DH).
Polimorfizm DNA u badanych form okreslono metoda RAPD-PCR dla 20 10-nukleotydowych
starterow. Uzyskano 145 produktéw amplifikacji, zktorych 107 bylo polimorficznych. Ponadto
dokonano poréwnania linii DH zodmianami wyjsciowymi pod wzgledem wybranych cech
morfologicznych. Zadna z badanych odmian nie byta homogenna, przy czym najbardziej zréznico-
wanymi odmianami zaré6wno pod wzgledem genetycznym, jak i fenotypowym okazaty si¢ Kobra,
Elena.

Stowa kluczowe: fenotyp, podobienstwo genetyczne, pszenica, RAPD

The aim of this study was to examine homogeneity of several wheat varieties (7riticum aestivum
L.) cultivated in Poland. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) polymorphism was studied in
seven wheat cultivars: Batis, Changer, Elena, Kobra, Kornett, Kris and Mikon, and doubled haploid
(DH) lines derived from them. Twenty decamer primers were used. Totally, 145 amplification products
were observed 107 ones were polymorphic. Genetic similarity between each variety and its DH lines
was estimated. Besides, the phenotypic differences between DHs and their initial varieties were
examined in respect of yield-related traits. The results indicated that none of the studied varieties was
homogenous. The most differentiated varieties appeared to be Kobra and Elena.
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WSTEP

Odmiany ro$lin uprawnych sg sprawdzane i rejestrowane przez Centralny Osrodek
Badania Odmian Roslin Uprawnych (COBORU). Decyzje o wpisaniu odmiany do rejestru
odmian Osrodek podejmuje na podstawie badan OWT (odrgbnosci, wyréwnania,
trwatosci). Dla roslin samopylnych granice tolerancji dla wyrownania odmian sg mnigj
rygorystyczne, niz dla odmian rozmnazanych wegetatywnie. W ocenie wyrdéwnania
pszenicy dopuszcza si¢ istnienie mieszczacej si¢ w pewnych granicach niejednolitosci,
zwlaszcza w przypadku cech uwarunkowanych wieloma genami, do ktorych nalezy
wigkszo$¢ cech agronomicznych, miedzy innymi masa tysigca ziaren, plon, wysokos¢
ro§lin, wielko$¢ ktosa. Tym samym zaklada si¢ mozliwos$¢ istnienia zrdéznicowania
genetycznego roslin w obrebie badanej odmiany.

Celem badan bylo stwierdzenie, czy odmiany pszenicy zwyczajnej (Triticum
aestivum L.) uprawiane w Polsce, sg homogenne pod wzgledem genetycznym i fenoty-
powym. Informacje te moga by¢ pomocne w doborze form rodzicielskich przeznaczonych
zarowno do badan naukowych, jak iprac hodowlanych. Przyjeto zatozenie, ze
w przypadku odmian jednorodnych wyprowadzone z nich linie podwojonych haploidow
(DH) nie powinny si¢ istotnie r6ézni¢ od form wyjsciowych zar6wno pod wzglgdem
wybranych cech fenotypowych, jak i na poziomie DNA. Linie DH jako formy catkowicie
homozygotyczne stanowig dobry material do badan genetycznych, w szczegdlnosci do
analizy cech ilosciowych, z uwagi na mozliwo§¢ powtarzania obserwacji dla poszcze-
gblnych genotypdow, a tym samym zwigkszenia precyzji eksperymentu. Linie DH pszenicy
otrzymuje si¢ miedzy innymi poprzez krzyzowanie z kukurydza. Metoda ta zostata opisana
roku 1986 przez Laurie i Bennet. Obecnie jest ona z powodzeniem stosowana w produkcji
podwojonych haploidow pszenicy na skale komercyjna. Badania dotyczace zr6znicowania
genetycznego odmian prowadzono z wykorzystaniem metody opartej na polimorfizmie
losowo amplifikowanych fragmentdéw DNA (RAPD). Metoda ta zostata opracowana przez
Williamsa iwsp. w1990 roku. Znalazta szerokie zastosowanie, miedzy innymi
w badaniach ewolucyjnych, w identyfikacji odmian, przy badaniu sprzezen markeréw
z cechami uzytkowymi oraz do oceny podobienstwa genetycznego (Devos i Gale, 1992;
Joshi i Nguyen, 1993; Kato i in., 2000; Kuczynska i in., 2003; Chen, 2004).

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowito 7 odmian pszenicy ozimej: Batis, Changer, Elena, Kobra,
Kornett, Kris i Mikon. Z kazdej odmiany wyprowadzono 10 linii podwojonych haploidow
metoda krzyzowania pszenicy zkukurydza (Wedzony, 2003). Zaréwno odmiany
wyjsciowe pszenicy, jak i linie DH badano na polu doswiadczalnym w Cerekwicy stosujac
standardowe warunki uprawy inawozenia. Nasiona wysiewano na poletkach
o powierzchni 2 m? w rozstawie 10 x 3 ¢m (okolo 330 nasion na m?), w ukladzie blokow
losowanych kompletnych w trzech powtorzeniach. Na podstawie 50 losowo wybranych
ros$lin z kazdego poletka okres$lano: dlugos¢ klosa, liczbe i mase¢ ziarna z klosa, mase
tysigca ziaren, wysoko$¢ roslin oraz plon z poletka. Ocen¢ zrdéznicowania linii DH
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pochodzacych z tej samej odmiany pod wzgledem analizowanych cech struktury plonu
przeprowadzono stosujac wielowymiarowe metody statystyczne (Morrison, 1976).
Podstawa tych metod jest ogolny model obserwacji wielocechowych i oparta na nim
wielozmienna analiza wariancji MANOVA (Calinski i Kaczmarek, 1973). Jako miare¢
wielowymiarowego podobienstwa badanych linii DH przyj¢to odlegtosci Mahalanobisa.

Analizg polimorfizmu DNA odmian i linii DH przeprowadzono z uzyciem markerow
RAPD na o$miu losowo wybranych roslinach. DNA izolowano z 15-dniowych siewek
metoda krazkowa (Thompson i Henry, 1995) z modyfikacjami. Z kazdej ro$liny wycinano
pigé¢ krazkow lisciowych o powierzchni 2 mm?, a nastgpnie umieszczano w buforze TPS
na 15 minut w temperaturze 95°C. Reakcje RAPD-PCR przeprowadzano przy uzyciu
dziesigcionukleotydowych starterow wedtug nastepujacego schematu: 93°C przez 30 s, 40
cykli: 93°C — 60 s, 36°C — 60 s i 72°C — 90 s, a nastgpnie 90 s w 72°C. 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¢ produktu amplifikacji
oznaczono symbolem 1, a jego brak symbolem 0. Wyniki analizowane byly przy uzyciu
programu UVIMAP w funkcji Nei i Li (1979).

WYNIKI I DYSKUSJA

Badanie zroznicowania fenotypowego wewnatrz odmian prowadzono poprzez
porownanie linii DH z odmiang wyjsciowg. W tabeli 1 zamieszczono $rednie wartosci cech
struktury plonu dla badanych odmian oraz zakres wartosci tych cech u wyprowadzonych
z kazdej odmiany linii DH. Spos$réd analizowanych cech najwigksze zrdznicowanie
stwierdzono w odniesieniu do wysokosci roslin oraz masy 1000 ziaren. Porownanie linii
DH zodmiang wyjsciowag pod wzgledem wszystkich cech lacznie (odlegtosci
Mahalanobisa), zakres i wartosci statystyki F dla r6znic miedzy odmiang wyjsciowa
a liniami DH, jak rowniez procent linii DH istotnie r6znigcy si¢ od odmiany wyjSciowej
przedstawiono w tabeli 2. Jak mozna zauwazy¢, istotne roznice migdzy liniami DH a forma
wyjéciowa wystapily w przypadku odmian Elena, Kobra Kornett iKris. Wartosci
odlegtosci Mahalanobisa oraz statystyki F dla porownan linii DH zich odmianami
wyjsciowymi wskazuja, ze najbardziej zroznicowane byly odmiany Kobra i Elena.
W przypadku odmian Changer, Batis i Mikon nie stwierdzono Zzadnej linii istotnie
roznigeej si¢ od formy wyjsciowej. Wskazuje to, ze odmiany te sa wyroOwnane pod
wzgledem fenotypowym.

Zréznicowanie genetyczne badano technika RAPD. Przy uzyciu 20 starterow,
wyselekcjonowanych na podstawie wczesniejszych badan (Rebarz i in., 2003) uzyskano
145 produktow amplifikacji, z ktorych 107 (73,8%) byto polimorficznych. Srednia liczba
produktéw amplifikacji uzyskanych przy uzyciu jednego startera wynosita 7,2, a $rednia
liczba polimorficznych produktow amplifikacji generowanych przez jeden starter — 5,3.
Obserwowany stosunkowo wysoki stopiefi polimorfizmu byl wynikiem kierunkowego
doboru starterow. Podobna metodyke przyjat Mari¢ 1 wsp. (2004), co pozwolilo autorom
uzyska¢ 93,2% polimorficznych produktéw amplifikacji.
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Tabela 1

Srednie wartosci badanych cech u odmian pszenicy oraz zakresy wartosci cech u wyprowadzonych linii DH*
Mean values of the studied traits for wheat varieties and ranges of means for DH lines derived from the

varieties*
Liczba ziaren Masa ziarna Masa tysigca Plon ziarna

. Dhugos¢ ktosa z klosa ziaren Wysokos¢ roslin z poletka
Odmiana : z klosa . . . . L

. Spike length . Grain weight per 1000-grain Plant height Grain yield per

Variety Grain number per . .
(cm) spike spike weight (cm) plot
(2 (@ (kg)
Batis 9,5 52,2 2,6 52,1 104,3 29
DH 9,4-10,4 50,1-56,3 2,6-3,0 52,1-55,5 99,7-105,7 2,9-3,0
Changer 7.8 54,6 25 45,2 70,0 2,6
DH 7.4-8,1 46,7-61,0 2,1-2,7 43,1-46,7 67,3-78,0 2,7-3,1
Elena 9,9 58,6 2,8 50,7 96,7 2,7
DH 8,2-11,0 54,4-64,1 2,5-3,2 45,7-50,7 82,0-94,7 2,3-3,0
Kobra 9,1 66,7 3,7 55,8 85,7 25
DH 8,0-9,1 44,1-66,7 2,3-3,7 48,2-60,0 78,0-107,0 2,3-2,8
Kornett 7,7 56,4 25 44,9 81,0 29
DH 7,3-8,1 52,3-59,9 2,4-2,6 43,3-48,5 77,3-85,3 2,5-3,1
Kris 7.8 48,7 2,2 50,5 77,7 2,8
DH 7,5-8,5 48,4-59,8 2,4-3,0 48,5-51,7 76,7-81,7 2,6-3,0
Mikon 9,6 46,7 23 51,1 100,0 2,5
DH 9,1-9.9 42,3-49,1 2,3-2,6 48,5-54,0 92,0-97,7 24-2,7
*Analizowano po 10 linii DH wyprowadzonych z kazdej odmiany
*10 DH lines derived from each variety were analyzed
Tabela 2

Wspolcezynniki podobienstwa fenotypowego i genetycznego linii DH wyprowadzonych z odmian

pszenicy

Phenotypic and genetic similarity coefficients of DH lines derived from wheat varieties

Zakres odleglosci
Mahalanobisa
miedzy odmiang
wyjéciowa a liniami

Zakres wartosci
statystyki F dla
roéznic mi¢dzy

liniami DH a forma

Wartos¢ krytyczna
statystyki Fo s dla
r6éznic miedzy
liniami DH a forma

% linii DH istotnie
roznigcych si¢ od

Zakres
wspotczynnikow
podobienstwa
genetycznego migdzy
odmiang wyjsciows a

?gnrif:;a DH wyjsciowa wyjsciowa odm:;)n%;}v;/)l/i]rslzlsowej liniami DH
Range of Range of F value for | Critical Foos value | . . ficantly different Range of genetic
Mahalanobis distance| differences between for differences 51gnlflcan yl JHeren similarity
between varieties and| varieties and DH  [between varieties and rom cultivar coefficients between
DH lines lines DH lines varieties and DH
lines
Batis 1,92-4,31 0,21-1,86 4,95 0 0,76-0,91
Changer 0,72-4,02 0,43-1,55 2,79 0 0,80-0,91
Elena 1,77-12,96 0,05-19,34 3,37 43 0,76-0,91
Kobra 4,82-13,00 0,11-18,55 4,95 60 0,77-0,90
Kornett 0,96-4,54 2,64-4,88 2,79 70 0,79-0,92
Kris 1,28-4,58 2,36-4,88 2,79 80 0,81-0,95
Mikon 1,03-5,62 0,42-1,81 3,37 0 0,78-0,92

Na rysunku 1 pokazano przykladowy obraz rozdziatu zamplifikowanych fragmentow
DNA dla startera 5’~-GGTGATCAGG-3".
Zakres wspotczynnikdw podobienstwa genetycznego badanych form zamieszczono
w tabeli 2. Mozna zauwazy¢, ze badane rodziny linii DH pochodzace z r6znych odmian
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si¢ podobnym polimorfizmem DNA. Roznice w zakresie wartoSci

odznaczaty

wspotczynnikow podobienstwa genetycznego migdzy liniami o tym samym pochodzeniu
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Rys. 1. Wyniki rozdzialu fragmentéw RAPD dla badanych odmian pszenicy i ich linii DH dla startera

GGTGATCAGG
Fig. 1. Results of RAPD analysis for the studied wheat cultivars with the primer GGTGATCAGG
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Z definicji markerow RAPD wynika, iz obserwowana zmiennos$¢ genetyczna nie musi
i8¢ w parze ze zmiennoscig fenotypowsq. Stad tez zastosowano w pracy dwa podejscia:
badanie zrdéznicowania na poziomie fenotypowym i genotypowym. Miarg zrdéznicowania
linii DH na poziomie molekularnym sa obliczone wspotczynniki podobienstwa
genetycznego. Odpowiednikiem tej oceny, przeprowadzonej na podstawie zréznicowania
fenotypowego linii DH zuwzglednieniem wszystkich cech tacznie, sg odlegtosci
Mahalanobisa. Oszacowanie w pracy obu tych parametréw pozwolitlo na poréwnanie
wystepujacej u badanych form zmienno$ci fenotypowej i genetycznej na podstawie
oszacowanego dla kazdego z tych podej$¢ jednego parametru.

Obserwowany polimorfizm genetyczny u linii DH pochodzacych z jednej odmiany, jak
iich zréznicowanie pod wzgledem badanych cech morfologicznych moze wskazywac na
wieloliniowo$¢ badanych odmian. Stwierdzony w pracy brak istotnego zrdznicowania
fenotypowego wewnatrz danej odmiany przy jednoczesnie wystepujacym zrdéznicowaniu
genetycznym (np. odm. Batis) moze by¢ wynikiem starannie przeprowadzanej selekcji
hodowlanej pod wzgledem wybranej grupy cech.

W hodowli pszenic jako$ciowych szczegdlng uwage zwraca si¢ na wyrownanie odmian
pod wzgledem skladu podjednostek gluteninowych. Homozygotycznos¢ wigkszosci
uprawianych na $wiecie odmian pod wzgledem tej cechy sprawia, ze na podstawie
wystepowania okre§lonych podjednostek gluteninowych w ziarnie dokonuje si¢
identyfikacji odmian. Nie oznacza to jednak, ze odmiany te sg jednoliniowe. Pewnos¢ co
pelnej homogennosci danej odmiany mozna mie¢ tylko w przypadku, gdy zostata
wyprowadzona z jednej linii DH lub daleko zaawansowana technikg pojedynczego ziarna
(SSD — single-seed descent).

WNIOSKI

1. Wszystkie badane odmiany pszenicy ozimej, to jest Batis, Changer, Elena, Kobra,
Kornett, Kris i Mikon, sg zroznicowane pod wzgledem genetycznym.

2. Odmianami najbardziej wyréwnanymi w odniesieniu do badanych cech agrono-
micznych byty Batis, Changer i Mikon.

3. Brak wystgpowania zréznicowania wewngtrz-odmianowego pod wzgledem cech
struktury plonu moze by¢ wynikiem starannie prowadzonej selekcji. Nie oznacza to, iz
badana odmiana jest jednoliniowa.
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