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Zastosowanie translokacji do lokalizacji genow
krotkozdzblowosci u mutanta jeczmienia
odmiany Delisa. Cz¢s¢ 1.

Utilization of translocation for localization of short straw genes of barley mutant
from Delisa variety. Part I.

Krotkozdzblowy mutant odmiany Delisa skrzyzowano z testerami translokowanymi. Mutant
zastosowano jako forme¢ mateczng. W pokoleniu F1 obserwowano czeSciowa sterylnosé klosow.
W pokoleniu F2 wykonano pomiary wysokosci ro$lin wszystkich mieszancow. W zaleznosci od stopnia
ptodnosci ktosow podzielono rosliny na dwie grupy: czesciowo sterylne i ptodne. W tym pokoleniu
przeprowadzono analizy genetyczne. Intensywno$¢ polaczenia pomigdzy punktami peknigcia
translokacji i genem lub genami, ktére warunkuja krotkozdzblowosé obliczono metoda iloczynow
Immera za pomoca rachunku prawdopodobienstwa.

Stowa kluczowe: geny krotkozdzbtowosci, jeczmien, metoda Immera

A short-straw mutant of cultivar Delisa was crossed whit translocation tester. In generation F1 semi
sterility was observed. Hybrids of F2 were multiplied. Statistical analysis in F2 was carried out.
Evaluated plants segregated in two groups: fertile and semisterile. Plants of each group were evaluated
biometrically for their height. Only two lines in estimated breeding material were chosen (mutant Delisa
x T2—7h, mutant Delisa x Ts—7c). Intensity of linkage between the breaking points of translocation and
the gene or genes which conditioning short strawness was calculated by Immer's products method and
maximum likelihood.

Key word: barley, genes short stem, Immera products, translocation
WSTEP

Translokacje jeczmienia byly szeroko wykorzystywane do lokalizacji gendw, wyzna-
czania grup sprz¢zeniowych i podwajania efektow genow wskaznikowych. Stosowanie
translokacji okazato si¢ efektywniejsze od zastosowania aneuploidow ze wzgledu na
jednakowg transmisj¢ translokowanych chromosoméw przez obydwa rodzaje genow.
Przydatnos¢ ta wynikata stad, ze mogly by¢ stosowane do krzyzowania zar6wno jako
formy mateczne lub ojcowskie. Ponadto translokowane linie homozygotyczne cechowaty
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si¢ wysoka ptodnoscig. Prawidlowa lokalizacja genow tg metodg zalezy w duzym stopniu
od poprawnego rozdzialu homozygot i heterozygot translokowanych na podstawie
wizualnej oceny cze$ciowej sterylnosci.

Wiasciwa segregacja roslin pod wzgledem badanych cech w grupie roslin ptodnych i
czeéciowo sterylnych jest podstawg skutecznej analizy genetycznej. Zasada lokalizacji
gendw za pomocy testera translokowanego sprowadza si¢ do okreslenia potozenia genow
w stosunku do punktu peknigcia translokacji.

W ten sposob zlokalizowano wiele genow warunkujacych rozne cechy jeczmienia.
Andrews (1954) zlokalizowat geny pasiastosci lisci jeczmienia i odpornosci na gtownie
pytkowa. Giese i wsp. (1981) okreslita potozenie genu odpornosci na maczniaka. Hagaard
i wsp. (1984) zlokalizowat geny inhibitory proteazy, natomiast Jenesen (1971) wyznaczyt
polozenie 10 gendw warunkujacych nekrotyczne plamy na lisciach jgczmienia. Za pomoca
translokacji zbadano sprzezenia pomi¢dzy sze$cioma zmutowanymi genami (Konishi i in.,
1984) oraz sprz¢zenia pomigdzy genami na sioddmym chromosomie odkryte przez Ramage
i Sunsen w 1961 roku. Turcotte (1957) zastosowat translokacje do lokalizacji niektorych
cech klosa. Badania nad translokacjami w Polsce prowadzili; Ruebenbauer i Nalepa (1972),
Grzywa i Nalepa (1975), Ruebenbauer i wsp. (1976), Nalepa i Grzywa (1981). W pracach
tych otrzymano rosliny trisomiczne jgczmienia w oparciu o mieszance uzyskane z linii
translokowanych (Ruebenbauer, Nalepa, 1972). W 1976 roku Ruebenbauer i wsp.
opracowali metod¢ wykorzystania linii translokowanych w celu podniesienia wysokiej
aktywnosci B-amylazy do odmiany o wysokiej wartosci browarnej, lecz niskiej sile
diastycznej stodu, a w 1981 roku Nalepa i Grzywa zlokalizowali gen lub geny na 3
chromosomie w odleglosci 10,5 1 18,5 jednostek rekombinacyjnych w stosunku do punktu
pekniecia, warunkujace krotkie zdzblo.

W ostatnich latach wprowadzono do badan genetycznych na szeroka skale molekularne
mapowanie roslinnych genoméw. Mapy QTL (ilosciowe loci cech) byly uzyte do
wyrazenia ekspresji cech agronomicznych (Hayes i in., 1993 a, b; Backesi in., 1995; Tinker
iin., 1996; Mather i in., 1997). Uzyskane rezultaty badan QTL w jeczmieniu przedstawili
Jenesen (1971), Kjaer i wsp. (1991), Barma i wsp. (1993) oraz Laurie i wsp. (1995).
Pomimo ustawicznego rozwoju nowych metod mapowania i okre$lenia dziedziczenia cech
roslin, wezesniej stosowane metody sg rowniez wartosciowym narzedziem pomocnym w
hodowli tworczej jeczmienia. Wykorzystujac obecnie rozwinigte techniki molekularne
nalezaloby zastosowac je do bardziej precyzyjnej analizy sprzezen.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie potozenia genéw warunkujacych krotko-
zdzbtowo$¢ mutanta jeczmienia odmiany Delisa i wyznaczenie warto$ci sprzezenia tych
gendw z punktami pegkniecia translokacji.

MATERIAL I METODA

Do badan wykorzystano krotkozdzbtowego mutanta jeczmienia odmiany Delisa o diu-
gosci zdzbta = 74 cm oraz 6 translokowanych homozygotycznych linii T—7b, T—7k,
To—4n, Ta-7c, Te—7t, charakteryzujacych si¢ dobra ptodnoscia (sterylnoscia ktosa do 10%)
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i $redniag wysokoscig okolo 90 cm. Linie homozygotyczne otrzymano z USA z
Uniwersytetu Rolniczego w Tuscon w Nebrasce od prof. Ramage.

Analize genetyczng wykonano wg metody zastosowanej przez Ramage (1961),
Ruebenbauera i Nalepg (1972), Ruebenbauera i wsp. (1976) oraz Grzywe i Nalepe (1975).
W celu otrzymania pokolenia F1 przeprowadzono krzyzowanie mutanta Delisa z 6 liniami
translokowanymi. W nastepnym roku ziarniaki wysiano w rozstawie 20 x 5 cm celem
samozapylenia pokolenia Fi. Analize genetyczng wysoko$ci zdzbta przeprowadzono w
pokoleniu F, mieszancéw. Na podstawie wizualnej oceny ptodnosci ktosa utworzono
procentowe klasy od 0 do 100% o przedziale klasowym 5% (Ramage, Suneson, 1961;
Grzywa, Nalepa, 1975; Ruebenbaueri in., 1976; Nalepa, Grzywa, 1981). Stwierdzono duzy
udziat procentowy ktosow ptodnych w klasie 0-5 i 5-10%. Kierujac si¢ tymi wyliczeniami
mieszance pokolenia F, rozdzielono na dwie klasy; do 20% ptodne, natomiast sterylne do
klasy powyzej 20%. W zwiazku z tym ro$liny o sterylnosci ktosa do 20% (ptodne)
zaliczono do grupy homozygot translokowanych, natomiast o sterylnosci powyzej 20%
(sterylne) do grupy heterozygot translokowanych.

W obydwu grupach roslin wykonano pomiary dlugosci zdzbta. Wyniki pomiarow
opracowano statystycznie za pomocg testu 2. Intensywno$¢ sprzezenia pomiedzy punktem
pekniecia translokacji a genami krotkozdzblowosci obliczono metodg iloczynéw Immera
(Immer, Hendreson, 1943) i formula maksymalnego prawdopodobienstwa wedtug
nastgpujacych wzorow:

a 2b c 2d
F=—-—+ +—— =0
1-x 1+2x x 1-2x

gdzie: a, b, ¢, d, — stanowig obserwowang czestos¢ fenotypow w Fa,
X — procent rekombinacji p/1-p/.
Btad sprzezenia obliczono ze wzorow:

- 1
| (1-4x)
przy czym
1 2
I = +
< 2x(1-x) 1-4x°

WYNIKI I DYSKUSJA

W tabeli 1 zamieszczono segregacje fenotypoéw oczekiwanych w pokoleniu F»
otrzymanym z krzyzowan typu marker x translokacja, dotyczaca ptodnosci klosa i
wysokosci roslin. Z rozktadu fenotypéw w potomstwie F, przedstawionego w tabeli 1,
gdzie litera T oznacza translokacje, litera W — wysokie zdzbto, litera N — chromosom
normalny, a litera w — niskie zdZbto; oczekiwano wystgpienie segregantoéw w stosunku: 3
ptodne wysokie; 3 sterylne wysokie; 1 sterylny niski; 1 ptodny niski. Rozktad taki ma
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miejsce w populacji mieszancoéw F» uzyskanych z krzyzowania typu marker x translokacja
przy swobodnej rekombinacji genow, jezeli badany gen jest recesywny. Zatem w grupie
roslin plodnych fenotypy wysokie i niskie wystepujg w stosunku 3:1. Taki sam stosunek
wysokosci byl obserwowany w grupie roslin czesciowo sterylnych, co §wiadczy o braku
sprzg¢zenia, a wigc tym samym oznacza, ze badany gen nie lezy na czg¢sci chromosomu
odpowiadajgcego translokacji. Jezeli istniatoby sprz¢zenie, woéwczas wsrod czesciowo
sterylnych i w grupie roslin ptodnych nalezatoby oczekiwaé osobnikéw wysokich i niskich
w stosunku 1:1. Wystepowanie innych stosunkow rozszczepien, réoznych od podanych
skrajnych liczb pozwala zalozy¢, ze zachodzi sprzgzenie pomiedzy badanym genem a
punktem pekniecia translokacji i mozna je okreslic.

Poprawne okres$lenie potozenia gendow w stosunku do punktu peknigcia translokacji
uzaleznione jest od prawidlowego rozdzialu homozygot i heterozygot translokowanych.
Podziatu tego mozna dokona¢ na podstawie analizy sterylnosci ktosa. Do grupy roslin
czeéciowo sterylnych zgodnie z przyjetym zalozeniem zaliczono w badanym materiale te
ro§liny, ktorych sterylno$¢ kitosa przewyzszyta 20%. Przedstawione w tabeli 2 wyniki
wskazuja, ze wickszo$¢ badanych linii miesci si¢ w granicach istotnosci, z wyjatkiem
mieszancow translokowanych linii T2—5n.

Tabela 1
Segregacja genotypow w drugim pokoleniu heterozygot translokowanych
The segregation of genotypes in second generation of translocated heterozygotes
Gamety W Tw NW Nw
Gamets
TW TTWW TTWw TNWW TNWw
Tw TTWw TTww TNWw TNww
NW TNWW TNWw NNWW NNNw
Nw TNWw TNww NNWw NNww
Tabela 2

Segregacja roSlin na fenotypy plodne i czesciowo sterylne w pokoleniu F2 mieszancow testera
translokowanego z mutantem odmiany Delisa
Segregation of plants on fertile and partly sterile phenotypes in F2 generations of hybrids of
translocation testers with mutant of variety Delisa

Liczba roslin Fenotypy
Linia badanych Phenotypes 2
. No. of N : P
Lines - - sterylne czesciowo sterylne 11
Investigated terile art sterile
plants sterl P !
x  T,7b 187 90 97 0,26 0,70 —0,50
x  T7k 197 85 112 3,70 0,10 —0,05
Delisa x  Ty4n 174 82 92 0,56 0,50 — 0,30
x  T,-5n 197 123 74 12,18 0,001
x  Tg-Tc 186 85 101 1,36 0,30 —0,20
X TTi 155 67 88 2,84 0,10 —0,05
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Tabela 3
Segregacja roslin pod wzgledem wysokoSci zdzbla w pokoleniu F2 plodnych i sterylnych mieszancéw testera translokowanego
z krotko zdzblowym mutantem odmiany Delisa
The segregation for height among fertilise and sterile plant of hybrids of translocation testers with short-stem mutant of Delisa cultivar in F2

generation
Liczba Fenotypy o Liczba Fenotypy s
- roslin Phenotypes Procent roslin 2 ro$lin Phenotypes Procent roslin 2
Linia niskich X niskich b
Li ptodnych . - . P sterylnych . o . P
ines .| wysokie | niskie | Percentage of | 13:3 wysokie | niskie | Percentage of | 13:3
No. fertile tall short short plant No. of plant tall short short plant
of plant P sterile P
x T,=7b 90 61 29 32,2 10,8 0,01 —0,001 97 55 42 43,3 38,4 0,001
x  Tp=7k 85 75 10 11,8 2,7 020—0,10 112 90 22 19,6 0,06 0,90—0,80
x T4n 82 65 17 20,7 39 0,05—0,02 92 61 31 33,7 311 0,10—0,05
Delisa x T,-5n 123 107 16 13,0 14,4 0,001 74 58 16 21,6 0,36 0,70—0,50
x  Ta=7C 85 33 52 61,2 100,5 0,001 101 36 65 64,4 58,5 0,001
X TeTi 67 59 8 11,9 2,01 0,20—0,10 88 78 10 114 496 0,06 —0,025
X  TeTt 56 54 2 3,6 6,14 0,02—0,01 51 46 5 9,8 261 0,20—0,10
Tabela 4

Poréwnanie fenotypéw segregujacych na wysokie i niskie rosliny w grupie pltodnych i sterylnych linii translokowanych z mutantem Delisy
charakteryzujacych si¢ najwyzszym procentem roslin krotkozdzblowym
Comparison of phenotypes segregating on tall and short plants in group of fertile and sterile translocation lines with Delisa mutant
characterized with the highest percentage of short stem plants

Rosliny ptodne Rosliny sterylne
Plants of fertile Plants of sterile
Linia Liczba badanych Liczba badanych
Lines roslin wysokie niskie v p ro$lin wysokie [ niskie b P
Number investigated tall short stem | 3:3 Number investigated| tall | short stem 9:7
plant plant
T-7b 90 61 29 2,503 0,30—0,10 97 55 42 0,008 1,0—0,99

Delisa ¢+ _7¢ 85 33 52 0,394 0,95— 0,80 101 36 65 1,830  0,30—0,10
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Odchylenie w rozktadzie fenotypow ptodnych i sterylnych tej linii moze by¢ dla niej
charakterystyczne, bowiem czg¢$ciowa sterylnos¢ zalezy czesto od pochodzenia translo-
kacji, badz tez moze by¢ powodem modyfikujacym wplywem Srodowiska (Hanson,
Kramer, 1950; Burnham, i in., 1954; Chang-Sheng Shin, Shebeski, 1960; Ruebenbauer,
Nalepa, 1972; Grzywa, Nalepa, 1975).

W populacjach mieszancowych roslin ptodnych i cze$ciowo sterylnych dokonano
rozdziatu na wysokie i niskie. Do grupy wysokich zaliczono segreganty o dtugosci zdzbta
zblizonej do markera translokowanego, za$ do niskich zblizone do formy mateczne;.

W badanym materiale, zar6wno w grupie roslin ptodnych jak i czedciowo sterylnych
potraktowano jako cato$¢. Rozktad fenotypdéw wysokich i niskich odbiega od mendlow-
skiego stosunku 3:1 i jest zblizony do stosunku 13:3 (tab. 2) Pozwala to przypuszczaé, ze
krétozdzbtowo$¢ mutanta Delisy jest uwarunkowana wspotdziataniem wiecej niz jedng
parg genow. Sposrod badanych populacji wysokim procentem roslin niskich, tak w grupie
plodnych, jak i sterylnych wyro6zniaja si¢ linie: Delisa x To—7b i Delisa x Ts—7c. Linie te
charakteryzujg sie tez wysokim odchyleniem wartosci ¥? obliczonego dla teoretycznego
rozktadu 13:3. Na tej podstawie linie te wydzielono i analizowano oddzielnie (tab. 3).
Przedstawione w tabeli 4 stosunki rozszczepien mieszancéw Delisy z testerem
translokowanym T,—7b wskazuja, Ze rozszczepienia na wysokie i niskie fenotypy w grupie
roslin plodnych mieszczg si¢ w granicach istotnosci dla stosunku 3:1 z
prawdopodobienstwem P = 0,30-0,10, za$ w grupie ro$lin czgsciowo sterylnych stosujg sie
do rozktadu 9:7 z prawdopodobienstwem P = 0,99. Dla mieszancow Delisy z testerem
translokowanym Ts—7c rozszczepienie na fenotypy wysokie i niskie jest zgodne z
rozktadem 27:37 zaréwno w grupie ptodnych i sterylnych. W obrebie rekombinantow
ptodnych prawdopodobienstwo zgodnosci rozktadu jest wyzsze od stwierdzonego dla
grupy sterylnych i wynosi P = 0,95-0,80. Wsrdd roslin czgéciowo sterylnych przyjmuje
warto$ci P = 0,30-0,10. Wyniki te wydajg si¢ wskazywac, ze krotkie zdzblo jeczmienia
mutanta Delisy uwarunkowane jest wspotdziataniem kilku gendéw recesywnych, ktore
znajdujg si¢ prawdopodobnie na drugim i trzecim chromosomie. Jak wiadomo wysoko$¢
zdzbta roslin zbozowych jest cechg ztozong. Badania Kumpa (1947) nad dtugo$cia zdzbta
jeczmienia wykazaly, ze cecha ta zalezy od obecno$ci co najmniej jednego genu
dominujacego. Zlokalizowane geny krotkozdzblowosci u niektéorych odmian jeczmienia
wskazuje na ich czgsta obecno$§¢ w drugim i trzecim chromosomie. Kartowato$¢ typu
brachitic lub semibrachitic niektérych form jgczmienia spowodowana jest obecnos$cia
odpowiednich genéw w drugim chromosomie (Kasha 1958; Kasha, Walker, 1960). Znana
jest lokalizacja genu karlowatosci uzu, warunkujacego krotkie zdzbto wielu japonskich
odmian jeczmienia. Gen ten znajduje si¢ na krotkim ramieniu chromosomu trzeciego i
czesto jest uzywany jako marker (Takahashi i Hayashi, 1959; Mann, 1953; Leonard i in.,
1957; Ramage, Suneson, 1961). Opr6cz genu uzu w trzecim chromosomie jeczmienia
wystepuje czesto gen dwarf 1 (Eslick, Hockett, 1976). Geny krotkozdzbtowosci jeczmienia
Golden Promise i Spring barley takze znajdujg si¢ na trzecim chromosomie (Nalepa,
Grzywa, 1981). Zatem zlokalizowanie genow krotkiego zdzbta na chromosomie drugim i
trzecim mutanta Delisy znajduje potwierdzenie w wynikach wczesniejszych prac.
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W naszych badaniach, stosujagc konwencjonalng analiz¢ genetyczng wyodrebniono
dwie linie sposrod badanych mieszancow, odrdzniajace si¢ od pozostalych stosunkiem
rozszczepien na niskie i wysokie fenotypy. Linie te przeanalizowano stosujac formute
maksymalnego prawdopodobienstwa i metodg iloczynéw Immera celem potwierdzenia lub
wykluczenia sprz¢zenia pomiedzy genami krotkozdzbtowosci z punktem peknigcia
translokacji. Uzyskane wyniki sugerujg, ze sprzezenia pomigdzy genami krotkozdzblo-
wosci mutanta Delisy 1 punktem peknigcia translokacji obu testeréw istnieje, a uzyskane
wartosci sprze¢zen dla obu metod sg zblizone (tab. 5).

Tabela 5
Poréwnanie wartosci rekombinacji obliczonych w procentach metoda iloczynéw Immera, rachunku
prawdopodobienstwa wystepujacych pomiedzy genami krétkiego Zdzbla mutanta Delisy i punktem
pekniecia translokacji T>—7b oraz Ts—7¢
Comparison of recombination values calculated in percentage with the Immer’s products method,
probability estimation, present between short stem genes of Delisa mutant and break point of the T>—7b
and Ts-7c translocation

Procent rekombinacji wg Procent Blad
Linia Immera Btad standartowy rekombinacii standartowy
. i Percentage of Standard error by ! Standard error
Lines LS s Percentage of o
recombination by Immer’s method L9 of likelihood
, recombination
Immer’s method method
Delisa T-7b 1,914 43,01 +1,2371 42,5 +1,3087
T-7c 3,161 38,49 +1,3572 54,2 +2,2729

W przypadku mieszanca Delisa z linig T>—7b procent rekombinacji obliczony metoda
iloczynéw Immera wynosit 43%, natomiast dla formuly maksymalnego prawdopo-
dobienstwa — 42%, przy $rednim biedzie standardowym +1,24 do +1,31. Procent
rekombinacji ustalony za pomocg obu metod dla mieszanca Delisy z linig Ts—7¢ wskazuje
mniejszg zgodno$¢. Wartosci te wynoszg odpowiednio dla metody Immera 38% za$ dla
rachunku prawdopodobienstwa 54%. Wyniki te obcigzone sa bledem standardowym, ktore
w metodzie Immera wynosi £1,36, natomiast dla rachunku prawdopodobienstwa +2,27.
Wysokie warto$ci procentdéw rekombinacji sugeruja, ze geny krotkozdzbtowosci Delisy sa
stabo sprzezone z punktem peknigcia translokacji i wydaje si¢ prawdopodobnym, Ze na
zwigkszenie liczby ro$lin niskich w populacjach obu mieszancow majg wpltyw geny typu
brachitic na chromosomie drugim oraz gen uz i dwarf na chromosomie trzecim pochodzace
z linii translokowanych T»—7b, Ts—7c, ktorych uzyto jako testera w krzyzowaniach.
Przyjecie tego zatozenia byloby pomocne do wyjasnienia mendlowskich stosunkow
rozszczepien, wskazujgcych na obecnos¢ wigeej niz jednego genu krotkiego zdzbta w
chromosomach badanych mieszancow.
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WNIOSKI

1. KrotkozdZzblowos¢ mutacyjnej linii jgczmienia odmiany Delisa jest uwarunkowana
obecno$cig gendow recesywnych.

2. Geny krotkozdzbtowosci zlokalizowane sg na drugim i trzecim chromosomie,
charakteryzujg si¢ stabym sprzezeniem z punktem peknigcia translokacji To—7b,
Ts-7cC.
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