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ANALIZA ZWIAZKU POMIEDZY PODOBIENSTWEM
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KWIATOSTANU LUCERNY

ANALYSIS OF RELATIONSHIP BETWEEN GENETIC AND PHENOTYPIC
SIMILARITY OF ALFALFA MUTANTS INFLORESCENCES

Streszczenie. W doswiadczeniu poszukiwano zalezno$ci pomi¢dzy podobienstwem obserwowa-
nym na poziomie molekularnym a podobienstwem fenotypowym mutantéw kwiatostanu lucerny.
Okreslenie powyzszych zaleznosci pozwolitoby na oceng modyfikujacego wpltywu srodowiska na
ekspresje informacji genetycznej zawartej w DNA rosliny. Wykonano analizy skupien, w ktorych
wykorzystano aglomeracyjne algorytmy hierarchiczne, oraz wyznaczono wartosci miar podobien-
stwa, ktore nastepnie porownano, stosujac wspotczynnik Spearmana i test Mantela. Na podstawie
uzyskanych wynikow stwierdzono, ze grupy wyrdéznione z wykorzystaniem marker6w moleku-
larnych nie znajduja odzwierciedlenia w obserwowanej zmiennos$ci cech morfologicznych.
Otrzymane wyniki wskazuja wigc na brak istotnych zalezno$ci pomigdzy podobienstwem gene-
tycznym a fenotypowym badanych mutantéw lucerny oraz sa dowodem na istnienie interakcji
pomiedzy genotypem a $rodowiskiem.

Stowa kluczowe: lucerna, podobienstwo genetyczne, podobienstwo fenotypowe

Wstep

Lucerna wywiera korzystny wptyw na zyzno$¢ gleby i jej strukture oraz gospodarke
prochniczng. Zajmuje wazne miejsce w produkcji roslinnej gospodarstw ekologicznych.
Ze wzgledu na zalety paszowe, dostarczanie duzej ilosci suchej i zielonej masy oraz
biatka z hektara jest zaliczana do najwazniejszych wieloletnich roslin pastewnych. Nie-



2

Tomkowiak A., Weigt D., Broda Z., Mikotajczyk S., Szabelska A., Zyprych J., Siatkowski I., 2013. Analiza zwigzku
pomiedzy podobienstwem genetycznym a fenotypowym mutantéw kwiatostanu lucerny. Nauka Przyr. Technol.
7, 3, #34.

stety, rodzime odmiany lucerny charakteryzuja si¢ stabym plonem nasion, ktérego
zwiekszenie w zmiennym klimacie Polski jest zadaniem trudnym (JASINSKA i KOTECKI
2003). Odmiany lepiej plonujace mozna otrzymaé, wykorzystujac mutacje spontaniczne
kwiatostanu, ktére powoduja zmian¢ w morfologii gron, zwigkszajac w nich liczbg
kwiatéw (BODZON 2004, BRODA i IN. 2005, WEIGT i IN. 2009, 2011).

We wspoélczesnej hodowli lucerny coraz czgsciej sg wykorzystywane techniki biolo-
gii molekularnej oparte na analizie DNA. Markery pozwalaja na selekcj¢ pozadanych
form, ocen¢ czystoSci nasion mieszancowych oraz ocen¢ wyréwnania materiatow ho-
dowlanych, ich stopnia homozygotycznosci, a takze potwierdzenie skutecznosci prowa-
dzonych krzyzowan (BARANSKI 1996). Markery stanowig znaczniki sprz¢zonych z nimi
cech fenotypowych o znaczeniu uzytkowym. Ponadto mutanty, zaréwno indukowane,
jak 1 spontaniczne, sa cennym materialem do analizy funkcjonalnej genow z zastosowa-
niem takich metod jak TILLING czy FOX-hunting (RYBKA 2009). Badanie mutacji
punktowych tymi metodami pozwala na szybkie wyodrebnienie i rozpoznanie sekwen-
cji kodujacej oraz funkcji gendéw roslinnych (KONDOU i IN. 2009).

Celem pracy jest ocena zalezno$ci pomigdzy podobienstwem obserwowanym na po-
ziomie molekularnym a podobienstwem fenotypowym. Okreslenie powyzszych zalez-
no$ci pozwoli na ocen¢ modyfikujagcego wplywu $rodowiska na ekspresj¢ informacji
genetycznej zawartej w DNA ro$liny.

Material i metody

Badania prowadzono na ro$linach lucerny (Medicago sativa L.) nalezacych do
trzech spontanicznych mutacji kwiatostanu: /p (z ang. long peduncle) — mutant o kwia-
tostanie dtugogroniastym, br (z ang. branche raceme) — mutant o kwiatostanie wiecho-
watym oraz tf (z ang. top flowering) — mutant o kwiatostanie samokonczacym. Mutant
dlugogroniasty, pochodzacy z odmiany ‘Vernal’, charakteryzuje si¢ dluzsza osadka
kwiatostanowa oraz wigkszg liczba kwiatow w gronie niz ro$liny krotkogroniaste. Mu-
tant o kwiatostanie wiechowatym pochodzi z krzyzowania odmiany ‘Radius’ z francu-
skimi genotypami i ma kwiatostan o nietypowej dla lucerny morfologii — tworzy rozga-
fezienia drugiego i dalszych rzgdow, a takze charakteryzuje si¢ wicksza liczba kwiatow
niz grona roslin krotkogroniastych. Mutant o kwiatostanie samokonczacym pochodzi
z krzyzowania odmiany ‘Radius’ z francuskimi genotypami i ma kwiatostan tworzacy
si¢ na wierzchotku pedu gléwnego. Skutkuje to zakonczeniem wzrostu osi gtdéwnej pedu
po fazie kwitnienia. Ponadto badano formy uzyskane w wyniku krzyzowania pomiedzy
mutantami: dlugogroniastymi oraz wiechowatymi (Ip x br), dlugogroniastymi i samo-
konczacymi (Ip x tf), a takze wiechowatymi i samokonczacymi (br x tf). Materiat kon-
trolny stanowily rosliny krotkogroniastej odmiany ‘Radius’. Jest to odmiana $rednio-
wczesna, dobrze zimujaca i odrastajaca, do§¢ odporna na wyleganie. Materiat roslinny
zostal wyprowadzony przez prof. dr. hab. Zygmunta Staszewskiego w Instytucie Akli-
matyzacji i Hodowli Ro$lin w Radzikowie.

Doswiadczenie zatozono w szklarni Katedry Genetyki i Hodowli Roslin UP w Po-
znaniu. Nasiona byly wysiewane w marcu do skrzynek z torfem ogrodniczym wymie-
szanym z piaskiem w proporcji 3 : 1. Nastgpnie 10-centymetrowe siewki przesadzano
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pojedynczo do doniczek (¢ 18 cm) z podtozem zawierajacym bakterie Rhizobium,
a nastgpnie do wazonow (¢ 28 cm) umozliwiajacych swobodny rozwoj systemu korze-
niowego. Rosliny podlewano woda biezacg 1 raz w tygodniu zasilano nawozem ptyn-
nym (Florovit). Po ustaniu ujemnych temperatur przygruntowych rosliny przenoszono
na zewnatrz szklarni i utrzymywano je tam do konca wrze$nia.

Materiat badawczy analizowano pod wzgledem trzech cech ilosciowych stanowia-
cych glowne sktadowe plonu nasion: liczba gron na pedzie, liczba strakéw w gronie,
liczba nasion w stragku.

Analiza umozliwiajaca okreslenie podobienstwa pomig¢dzy odmianami w formie
dendrogramu zostata sporzadzona z uzyciem programu komputerowego UVIMAP
w funkcji NEIi L1 (1979):

GS =2nxy / (nx + ny)

gdzie 2nxy oznacza liczb¢ par podobnych prazkéw w obu genotypach, natomiast nx
oraz ny oznaczaja liczb¢ wszystkich prazkéw dla danego genotypu. Warto$¢ GS ozna-
cza indeks podobienstwa pomi¢dzy dwoma badanymi genotypami.

Uzyskane w pomiarach biometrycznych wyniki opisujace réznorodnos¢ badanego
materiatu wyj$ciowego lucerny opracowano statystycznie. Wykonano analizy skupien,
w ktorych wykorzystano aglomeracyjne algorytmy hierarchiczne, wyznaczono wartosci
miar podobienstwa, ktore nastgpnie pordwnano, stosujac wspotczynnik Spearmana oraz
test Mantela.

Izolacja DNA za pomoca Dneasy "“'Plant Mini Kit firmy Qiagen®

Materiat roslinny w postaci dyskow liSciowych o wadze 50-100 mg pobierano z 10
ro$lin, a nastgpnie umieszczano je w probowkach o wielkosci 1,5 ml, do kazdej dodano
400 pl buforu AP1 oraz 3 ul RNAzy. Catos¢ inkubowano przez 30 min w temperaturze
pokojowej oraz 30 min w temperaturze 65°C. Po inkubacji dodano 130 ul buforu AP2
ina 15 min umieszczono proby w lodzie, po wyjgciu wirowano je przez 5 min w 14 000
obrotow i otrzymany supernatant przenoszono do nowych probowek oraz dodano 250
pl buforu AP3 i 500 pl etanolu. Objgtos$¢ roztworu przeniesiono na kolumienki z mem-
brang wigzacag DNA i wirowano przez 2 min w 8000 obrotéw. Kolumienki ze zwigza-
nym DNA traktowano 450 pl buforu AW i wirowano przez minut¢ w 8000 obrotow.
Nastepnie kolumienki traktowano 50 pl podgrzanego do 65°C buforu AE oraz inkubo-
wano 20 min w temperaturze pokojowej. Procedure przemywania buforem eluujagcym
AE wykonano dwukrotnie. Roztwdér DNA przechowywano w temperaturze —20°C.

Bezposrednio po ekstrakcji DNA przeprowadzono pomiar koncentracji za pomocg
fluorymetru Gene Quant Il z uzyciem kapilar kwarcowych. Uzyskane po izolacji stgze-
nie DNA rozcienczano do koncentracji 25 ng/ul. Koncentracje ustalano, korzystajac
Ze WZOru:

C,xV,

V, =
1 C]

gdzie:
C, — koncentracja proby po izolacji,
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C, — koncentracja, ktora zamierzamy otrzymac,
V, —ilo$¢ DNA o znanej koncentracji potrzebna do rozcienczenia,
V, — stata umowna objetos¢ proby, np. 50 pl.

Analiza markeréw molekularnych RAPD

Reakcje tancuchowa polimerazy przeprowadzono w objetosci 12,5 ul mieszaniny
o sktadzie: woda dejonizowana — 9,75 ul 1M Tris HCl o pH 8,3 — 0,125 ul, 25mM
MgCl, — 1,0 ul, BSA — 0,0625 ul, 2mM dNTP — 0,625 pl, starter — Spmol/ul — 0,25 ul,
Taq polimeraza — S5U/ pl — 0,1875 pl, ekstrakt DNA — 25 ng/ul — 0,5 pl. Nastepnie prze-
prowadzono amplifikacj¢. Elektroforez¢ produktow amplifikacji przeprowadzono
w 1,5-procentowym zelu agarozowym o sktadzie: 1,5 g agarozy, 100 ml buforu TBE 1x
oraz 1,0 pul bromku etydyny.

Testowane startery

Ze 112 testowanych starterow oligonukleotydowych wybrano 19 generujacych bar-
dzo duzy polimorfizm (103 prazki polimorficzne). Startery oraz ich sekwencje nukleo-
tydowe tworzace polimorfizm zamieszczono w tabeli 1.

Tabela 1. Startery i ich sekwencje nukleotydowe tworzace polimorfizm pomigdzy mutantami
lucerny
Table 1. Primers and their nucleotide sequences forming a polymorphism between the alfalfa
mutants

Udziat zasad azotowych w sekwencjach startera
Numer startera | Sekwencja nukleotydowa 5°-3’ Share of nitrogen bases in the primer sequences
Starter number Nucleotide sequence 5°-3’ (%)

G C A T
1 2 3 4 5 6
OPA 03 AGTCAGCCAC 20 40 30 10
OPA 04 AATCGGGCTG 40 20 20 20
OPA 07 GAAACGGGTG 50 10 30 10
OPA 12 TCGGCGATAG 40 20 20 20
OPA 20 GTTGCGATCC 30 30 10 30
OPB 07 GGTGACGCAG 50 20 20 10
OPB 10 CTGCTGGGAC 40 30 10 20
OPB 16 TTTGCCCGGA 30 30 10 30
OPB 19 ACCCCCGAAG 20 50 30 -
OPC 03 GGGGGTCTTT 50 10 - 40
OPC 05 GATGACCGCC 30 40 20 10
OPC 18 TGAGTGGGTG 60 - 10 30
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Tabela 1 —cd. / Table 1 — cont.

1 2 3 4 5 6
OPC 20 ACTTCGCCAC 10 50 20 20
OPD 03 GTCGCCGTCA 30 40 10 20
OPD 05 TGAGCGGACA 40 20 30 10
OPD 18 GAGAGCCAAC 30 30 40 -
OPE 05 TCAGGGAGGT 50 10 20 20
OPE 07 AGATGCAGCC 30 30 30 10
OPE 12 TTATCGCCCC 10 50 10 30

Wyniki

Sposérod 112 testowanych starterow oligonukleotydowych 19 generowato bardzo
duzy polimorfizm (103 prazki polimorficzne), ktory pozwolit na okres$lenie podobien-
stwa genetycznego pomiedzy badanymi mutantami lucerny (tab. 2). Starterami, ktore
najsilniej réznicowaty badane genotypy, byty: OPB 07 i OPC 03 (osiem prazkéw poli-
morficznych).

Tabela 2. Charakterystyka produktow amplifikacji DNA uzyskanych w wyniku reakcji RAPD-
-PCR
Table 2. Characteristics of DNA amplification products received as a result of RAPD-PCR reaction

Numer startera Sekwencj asr,l_lglfleotydowa LiclzCE:g:Van%fg\ir(])Dvlv\?XYCh fr;}gir‘;lzet;i(;&\g ;g)zrllierfl?)vrvf?il;’rf}};ch
Starter number Nucleotide sequence 5°-3" Number of generated Number on generated
DNA fragments polymorphic fragments
1 2 3 4
OPA 03 AGTCAGCCAC 1
OPA 04 AATCGGGCTG 8 5
OPA 07 GAAACGGGTG 5 3
OPA 12 TCGGCGATAG 6 5
OPA 20 GTTGCGATCC 9 7
OPB 07 GGTGACGCAG 8 8
OPB 10 CTGCTGGGAC 7 7
OPB 16 TTTGCCCGGA 9 7
OPB 19 ACCCCCGAAG 8 7
OPC 03 GGGGGTCTTT 9 8
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Tabela 2 — cd. / Table 2 — cont.

1 2 3 4
OPC 05 GATGACCGCC 8 6
OPC 18 TGAGTGGGTG 3 1
OPC 20 ACTTCGCCAC 8 6
OPD 03 GTCGCCGTCA 8 7
OPD 05 TGAGCGGACA 6 6
OPD 18 GAGAGCCAAC 10 7
OPE 05 TCAGGGAGGT 5 4
OPE 07 AGATGCAGCC 5 4
OPE 12 TTATCGCCCC 5 4

Dendrogramy wykazaly réznice w grupowaniu form zmutowanych ze wzgledu na
rozpatrywane cechy fenotypowe: liczbe gron na pedzie (rys. 1), liczbe nasion w straku
(rys. 2), liczbe strakéw w gronie (rys. 3), jak i dystans genetyczny (rys. 4). Najwigksze
podobienstwo do odmiany kontrolnej ‘Radius’ wykazaty mutanty z genem tf. Obrazuje
to dendrogram podobienstwa fenotypowego pod wzgledem liczby strgkéw w gronie
oraz liczby nasion w straku, a takze dendrogram podobienstwa genetycznego.

Yo
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TFxBR
RADIUS
LPxBR
TF
LPxTF
BR

LP

Mutanty — Mutants

Rys. 1. Dendrogram podobienstwa fenotypowego mutantow
lucerny pod wzgledem liczby gron na pedzie

Fig. 1. Dendrogram of phenotypic similarity of alfalfa mutants
in the number of racemes on the shoot
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Rys. 2. Dendrogram podobienstwa fenotypowego mutantow
lucerny pod wzglgdem liczby nasion w straku

Fig. 2. Dendrogram of phenotypic similarity of alfalfa mutants
in the number of seeds in the pod
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Rys. 3. Dendrogram podobienstwa fenotypowego mutantow
lucerny pod wzgledem liczby strakow w gronie

Fig. 3. Dendrogram of phenotypic similarity of alfalfa mutants
in the number of pods in the raceme
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Rys. 4. Dendrogram podobienstwa genetycznego mutantow
lucerny na podstawie wspotczynnika NEI i L1 (1979)

Fig. 4. Dendrogram of genetic similarity of alfalfa mutants
based on NEI and L1 (1979) coefficient

Aby okresli¢ zalezno$¢ pomiedzy podobienstwem genetycznym a podobienstwem
fenotypowym, wykonano test Mantela i okreslono wspotczynnik korelacji Spearmana
(rys. 5). W przypadku liczby gron na pgdzie powigzanie migdzy podobienstwem feno-

10 — O test Mantela — Mantel test
A wspblczynnik korelacji Spearmana
Spearman correlation coefficient
05
iy
o
L e o
A
&
o
-0.5
1.0
T T T
Kwiatostany — Inlorescences Straki — Pods Nasiona - Seeds

Rys. 5. Test Mantela i wspolczynnik korelacji Spearmana pomigdzy
dystansem genetycznym a zrdznicowaniem fenotypowym poszcze-
golnych cech struktury plonu

Fig. 5. Mantel test and Spearman correlation coefficient between genetic
distance and phenotypic diversity of individual characteristics of yield
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typowym i genetycznym bylo ujemne. Z kolei dla liczby nasion w straku warto$¢ testu
Mantela bylta bliska zeru. Oznacza to, ze nie ma zalezno$ci pomi¢dzy podobienstwem
genetycznym a fenotypowym ze wzgledu na t¢ ceche. Pozostate warto$ci, zarowno dla
testu Mantela, jak i wspolczynnika korelacji Spearmana, byly zawarte w przedziale
(-0,5; 0,5). Sugeruje to, iz powigzanie pomi¢dzy podobienstwem genetycznym a feno-
typowym rozpatrywanych cech jest niewielkie.

Dyskusja

Dzigki najnowszym osiggnigciom w dziedzinie genetyki molekularnej oraz inzynie-
rii genetycznej selekcja z uzyciem markerow molekularnych moze wspotzawodniczy¢
z selekcja fenotypowa lub stanowic jej uzupelnienie. Zastosowanie markerow moleku-
larnych w programach hodowlanych pozwala na ograniczenie ich rozmiaru i czasu
trwania. Badania teoretyczne i analityczne wskazujg, ze maksymalna wydajnos$¢ proce-
su selekcji w przypadku cech ilo$ciowych jest osiggana poprzez jednoczesne uzycie do
tego celu zarowno informacji pochodzacych z poziomu molekularnego, jak i obserwacji
fenotypowych. Jak do tej pory MAS (z ang. MAS — marker assisted selection) okazata
si¢ efektywng metoda dla cech, ktore sa kontrolowane przez mala liczbe genéow. Dla
cech uwarunkowanych poligenicznie selekcja z uzyciem markeré6w molekularnych jak
na razie jest mniej efektywna. Zmiennos¢ ekspresji gendw cech ilosciowych w roznych
warunkach $rodowiskowych uwidacznia problemy zwigzane z programami hodowla-
nymi wykorzystujacymi MAS 1 jednocze$nie utrudnia selekcje prowadzong wytacznie
na podstawie fenotypu. Tak wigc polaczenie obu metod selekcyjnych wydaje si¢ naj-
bardziej efektywne (TORRES i IN. 2010).

W badaniach begdacych przedmiotem tej pracy zastosowano technike RAPD PCR do
szacowania podobienstwa genetycznego pomig¢dzy mutantami lucerny oraz ich mie-
szancami. W niniejszej pracy liczba wygenerowanych produktow polimorficznych,
pozwalajacych na okres§lenie podobienstwa genetycznego wynosita od jednego do
o$miu, a wigc byla charakterystyczna dla zastosowanej metody (BRODA i DOBRZYCKA
2007, SKUZA i IN. 2013). Liczba ta stanowi funkcje nastepujacych parametrow: stezenia
chlorku magnezu, trojfosforanéw deoksynukleotydéw, Taq polimerazy DNA, koncen-
tracji DNA oraz temperatury przylaczania starterow (MEUNIER i GRIMONT 1993, PEN-
NER 1 IN. 1993, ABED i IN. 1995). KOLLIKER i IN. (2001), przeprowadzajgc analiz¢ podo-
bienstwa genetycznego koniczyny biatej (Trifolium repens L.), zauwazyli, ze na profil
prazkéw po elektroforezie ma rowniez wptyw taczenie DNA badanych roslin w proby
zbiorcze, ktorych wykorzystanie skutkuje otrzymaniem nieco prostszego profilu praz-
kow w porownaniu z profilem otrzymanym z pojedynczych roslin danej odmiany.
W przeprowadzonej analizie podobienstwa genetycznego mutantOw oraz mieszancow
lucerny wykorzystano proby zbiorcze DNA, przygotowane po zmieszaniu materialu
ros§linnego pobranego z 10 pojedynczych ro$lin. Strategie otrzymywania préb zbior-
czych byly poczatkowo oparte na roéwnych ilo$ciach genomowego DNA, ktére otrzy-
mywano z pojedynczych roslin. Réwnie skuteczng metodg jest taczenie probek lisci lub
nasion (SWEENEY i DANNEBERGER 1995, KONGKIATNGAM i IN. 1996, GOLEMBIEWSKI
i IN. 1997). Réwniez MICHELMORE 1 IN. (1991) podaja, Ze taczenie prob DNA pocho-
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dzacych z jednego obiektu znacznie redukuje liczbe prob niezb¢dnych do wykonania
analizy, ale skutkuje tez brakiem wystgpowania rzadko pojawiajacych si¢ alleli, a to
upraszcza profil elektroforetyczny danej odmiany.

Test Mantela oraz wspotczynnik korelacji Spearmana wskazuja, ze grupy wyroznio-
ne na podstawie markeréw molekularnych nie majg odzwierciedlenia w obserwowane;j
zmiennos$ci cech fenotypowych. Dendrogramy powstate na podstawie analizy cech
struktury plonu tworzg grupy skupiajgce inne formy niz dendrogramy powstate na pod-
stawie analizy RAPD. Réznice w uktadzie grup podobienstwa genetycznego i fenoty-
powego badanych form lucerny $wiadcza o silnym wptywie czynnikow Srodowisko-
wych na analizowane cechy struktury plonu. Im silniej na fenotyp wptywaja czynniki
zewngtrzne, tym nizszy jest stopien odziedziczalno$ci badanej cechy. Jednocze$nie
udziat zmiennosci genetycznej w catkowitej zmienno$ci organizmu pod wzgledem tej
cechy jest mniejszy (WEIGT i IN. 2011). Uzyskane wyniki wskazuja na niski stopien
odziedziczalno$ci analizowanych cech struktury plonu nasion, potwierdzajac badania
innych autoréw (VOLENEC i IN. 2002, WEIGT i IN. 2009). Modyfikujacy wplyw $§rodo-
wiska utrudnia selekcje w kierunku waznych cech hodowlanych uwarunkowanych poli-
genicznie, czesto tez wzajemnie ze sobg dodatnio lub ujemnie skorelowanych (BODZON
2004, WEIGT i IN. 2011), dlatego istotnym czynnikiem selekcyjnym w hodowli roslin
powinna by¢ ich analiza na poziomie genetycznym.

Whioski

1. Grupy wyroznione na podstawie markerow molekularnych nie znajdujg odzwier-
ciedlenia w obserwowanej zmiennosci cech fenotypowych.

2. Otrzymane wyniki wskazuja na brak zalezno$ci pomigdzy podobienstwem gene-
tycznym a fenotypowym badanych mutantéw lucerny oraz dowodza istnienia interakcji
pomig¢dzy genotypem a $rodowiskiem.
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ANALYSIS OF RELATIONSHIP BETWEEN GENETIC AND PHENOTYPIC
SIMILARITY OF ALFALFA MUTANTS INFLORESCENCES

Summary. The experiment attempted to specify the relation between the similarity observed on
the molecular level and the phenotypic similarity. Determining the above mentioned connections
would enable to evaluate the modifying influence of the environment on the expression of genetic
information included in the DNA of a plant. On the basis of the received results, it was concluded
that the groups singled out according to their molecular markers are not reflected in the observed
variability of the morphological features. The research results thus indicate that there is no rela-
tion between the genetic and phenotypic similarity of the examined alfalfa mutants; what is more
the results confirm the existence of an interaction between the genotype and the environment.

Key words: alfalfa, genetic similarity, phenotypic similarity
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