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S t reszczen ie .  W pracy za pomocą markerów mikrosatelitowych, analizowano zmienność 
alleliczną w locus Xgwm 261 w 30 polskich odmianach pszenicy zwyczajnej zarejestrowanych do 
1975 roku. Wyizolowane DNA poddano amplifikacji z parą starterów WMS 261. Produkty reakcji 
PCR rozdzielono na Ŝelu poliakryloamidowym. Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano, 
Ŝe badane odmiany pszenicy zwyczajnej wykazują duŜą zmienność alleliczną w locus Xgwm 261. 
Najczęściej obserwowano fragmenty DNA o wielkości 197 pz, 165 pz i 174 pz. Fragmenty o wiel-
kości 192 pz sprzęŜone z genem Rht8 stwierdzono w trzech odmianach: Aria, Grana i Luna. 
 S ło wa  k l u czo we:  pszenica zwyczajna, geny karłowatości Rht8, markery molekularne, 
mikrosatelity 

WSTĘP 

Jednym z waŜnych czynników ograniczających plonowanie pszenicy zwy-
czajnej (Triticum aestivum L.) jest wyleganie, dlatego w hodowli zwraca się 
szczególną uwagę na selekcję form krótko- i sztywnosłomych o wysokim poten-
cjale plonowania. Najskuteczniejszym sposobem wyhodowania odmian odpor-
nych na wyleganie jest wprowadzenie genów karłowatości [6,10,11,26]. 

W programach hodowlanych pszenicy zwyczajnej na świecie najszerzej wy-
korzystywane są geny Rht-B1b i Rht-D1b pochodzące od ‘Norin 10’ oraz Rht8 
pochodzący od ‘Akakomugi’ [6,10,25,26]. Gen karłowatości Rht-B1b jest zloka-
lizowany na krótkim ramieniu chromosomu 4B, a Rht-D1b na krótkim ramieniu 
chromosomu 4D [2,6]. Geny te powodują redukcję wysokości roślin o okolo 20% 
i zwyŜkę plonów, głównie poprzez wzrost płodności kłoska [2,6,11,13]. Są one 
niewraŜliwe na egzogenny kwas giberelinowy, co umoŜliwia identyfikację geno-
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typów zawierających te geny [5,6,23]. Gen Rht8 jest zlokalizowany na krótkim 
ramieniu chromosomu 2D [8, 24]. Redukuje długość źdźbła o ok. 10% i jest sze-
roko rozpowszechniony wśród pszenic jugosłowiańskich [7,26]. Gen Rht8 i jest 
wraŜliwy na egzogenny kwas giberelinowy i dlatego niemoŜliwa jest jego identy-
fikacja za pomocą GA3. 

Geny Rht8 moŜna zidentyfikować za pomocą markerów mikrosatelitowych 
[8]. Mikrosatelity lub proste sekwencje powtórzone (SSRs) stanowią waŜne źró-
dło genetycznych markerów dla wielu eukariotycznych genomów [9,17,21,22]. 
Analiza mikrosatelitów bazuje na reakcji łańcuchowej polimerazy (PCR), jest 
łatwa do wykonania i często wykorzystywana w badaniach molekularnych psze-
nicy [4,15,16,18,19]. 

Korzun i in. [8] za pomocą markerów mikrosatelitowych zidentyfikowali ge-
ny Rht8 w odmianach i liniach pszenicy zwyczajnej, i zmapowali go na krótkim 
ramieniu chromosomu 2D w odległości 0,6 cM od locus Xgwm261. Autorzy 
opracowali startery WMS261, które po włączeniu do reakcji PCR generowały 
polimorficzne produkty o wielkości 165 pz, 174 pz i 192 pz. Obecność fragmen-
tów o wielkości 192 pz była powiązana z redukcją wysokości roślin o ok. 7-8 cm. 
Obecność prąŜka o wielkości 174 pz nie była powiązana z redukcją wysokości 
roślin, zaś obecność allelu który w reakcji PCR dawał produkt o wielkości 165 pz 
była skorelowana ze wzrostem wysokości o ok. 3-4 cm. Worland i in. [27], Ah-
mad, Sorrells [1], Schmidt i in. [20] oraz Liu i in. [12] podają, Ŝe w locus Xgwm 
261 występuje szereg prąŜków o jeszcze innych wielkościach. 

Celem pracy było określenie za pomocą markerów mikrosatelitowych, zmienno-
ści allelicznej w locus Xgwm 261, w wybranych polskich odmianach pszenicy zwy-
czajnej (Triticum aestivum L.) zarejestrowanych przed rokiem 1975, zgromadzonych 
w banku genów. Odmiany te mogą być wykorzystywane jako materiał wyjściowy 
w hodowli pszenicy, dlatego waŜna jest ich dokładna charakterystyka, która umoŜli-
wiłaby hodowcom, dobór odpowiednich komponentów do krzyŜowania.  

MATERIAŁ I METODY 

Przedmiotem badań było 30 odmian pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum 
L.) otrzymanych z Centrum Zasobów Genowych IHAR w Radzikowie (tab. 1).  

DNA badanych odmian pszenicy izolowano z liści dziesięciodniowych siewek 
zgodnie z metodą Milligan’a [14]. DNA strącano 1 cz. (400 µl) izopropanolu z do-
datkiem octanu sodu. Uzyskany DNA dwukrotnie przemyto etanolem 75%. Po osu-
szeniu, osad rozcieńczano w 50 µl TE. StęŜenie DNA określono za pomocą elektrofo-
rezy na 1,5% Ŝelu agarozowym przez porównanie z molekularnym wzorcem masy 
(DNA faga λ strawionym endonukleazą HindIII, Fermentas, Litwa). Następnie 
próbki doprowadzono do jednakowego stęŜenia DNA 50 ng⋅µl-1.  



ZMIENNOŚĆ ALLELICZNA W LOCUS XGWM 261 W PSZENICY 

 

417

Tabela 1. Zmienność alleliczna w locus Xgwm 261 polskich odmian pszenicy zwyczajnej  
Table 1. Allelic variation in Xgwm 261 locus in Polish common wheat cultivars  
 

Długość fragmentów DNA (pary zasad) 
DNA fragments size (base pairs) Odmiana – Cultivar 

192 174 165 197 203 

Antonińska Wczesna   +   

Aria +     

Balta  +    

Biała Kaszubska    +  

Biały KrzyŜ    +  

Bogatka     + 

BoŜena  +    

Choryńska   +   

Dana  +    

Dańkowska Graniatka   +   

Grana +     

Halina     + 

Jana  +    

Jasnocha Włoszanowska     + 

Komorowska  +    

Konstancja Granum    +  

Konstancja Wierzbieńska    +  

Leszczyńska Wczesna  +    

Litwinka    +  

Luna +     

Malwa   +   

Niewylegająca    +  

Olza  +    

Płocka     + 

Puławska Wczesna     + 

Sobieszyńska 44   +   

Stieglera 22   +   

Strzelecka   +   

Wysokolitewska Ołtarzewska    +  

Wysokoliewska Sztywnosłoma    +  

+ oznacza obecność fragmentu DNA – means the presence of a DNA fragment. 
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Reakcje PCR przeprowadzano na termocyklerze Perkin Elmer, w 20 µl 
mieszaniny o następującym składzie: 1 x PCR bufor (75 mM Tris-HCl, pH 
8,8; 20 mM (NH4)2SO4, 0,01% Tween 20); 1,5 mM MgCl2; 200 µM kaŜdego 
dNTP; 250 nM kaŜdego startera. Zastosowano parę starterów WMS 261 5’- 
CTCCCTGTACGCCTAAGGC-3’ i 5’-CTCGCGCTACTAGCCATTG-3’. Am-
plifikacja DNA przebiegała w cyklach: wstępna denaturacja 1’ w 94°C, 45 cykli: 
1’- 94°C, 1’- 55°C, 2’- 72°C z końcową inkubacją 10’ w 72°C. 

Rozdział produktów prowadzono na zdenaturowanym 6% Ŝelu poliakrylo-
amidowym. Próbki denaturowano w 95°C, a następnie rozdzielano przez 1-2 go-
dzin przy 50 W w buforze TBE. Zastosowano marker wielkości GeneRuler 50 bp 
DNA Ladder (Fermentas).  

Przed barwieniem Ŝele utrwalano w 10% kwasie octowym, płukano w wodzie 
destylowanej, wysycano w roztworze azotanu srebra z formaldehydem i wywo-
ływano w roztworze węglanu sodu z formaldehydem i tiosiarczanem sodu oraz 
ponownie utrwalano w 10% kwasie octowym [3]. Po wysuszeniu otrzymane wzo-
ry rozdziałów analizowano na podświetlaczu i fotografowano aparatem cyfrowym 
w systemie BDA Digital (Biometra).  

WYNIKI I DYSKUSJA 

Spośród analizowanych 30 polskich odmian pszenicy zwyczajnej produkty 
PCR o wielkości 192 par zasad (pz) świadczące o obecności genu Rht8 stwier-
dzono w 3 odmianach: Aria, Grana i Luna. Fragmenty DNA o wielkości 174 pz 
stwierdzono w odmianach: Balta, BoŜena, Dana, Jana, Komorowska, Leszczyń-
ska Wczesna i Olza, zaś o długości 165 pz w odmianach: Antonińska Wczesna, 
Choryńska, Dańkowska Graniatka, Malwa, Sobieszyńska 44, Stieglera 22 i Strze-
lecka. Za pomocą przeprowadzonych analiz SSRs nie stwierdzono markerowych 
fragmentów DNA  locus Xgwm 261 w odmianach: Biała Kaszubska, Biały 
KrzyŜ, Bogatka, Halina, Jasnocha Włoszanowska, Konstancja Granum, Konstan-
cja Wierzbieńska, Litwinka, Niewylegająca, Płocka, Puławska Wczesna, Wyso-
kolitewska Ołtarzewska i Wysokolitewka Sztywnosłoma. W rodowodach odmian: 
Aria, Grana i Luna występuje francuska odmiana Etoile de Choisy (tab. 2). Jed-
nym z komponentów rodzicielskich Etoile de Choisy była odmiana Arditto. ‘Ar-
ditto’ wyhodowana w Rieti przez Nazereno Strampellego zawiera gen Rht8 
wprowadzony od ‘Akakomugi’ [6]. Na podstawie analizy rodowodów wynika, Ŝe 
dawcą genów Rht8 dla odmian Aria, Grana i Luna była Etoile de Choisy. 

Worland i in. [27] za pomocą markerów mikrosatelitowych opracowanych 
przez Korzuna i in. [8], analizowali 800 odmian pszenicy zwyczajnej pochodzą-
cych z 20 krajów. Autorzy wykazali, Ŝe 90% odmian generowało prąŜki w reakcji 
PCR o wielkości 165 pz, 174 pz lub 192 pz. Marker o wielkości 192 pz sprzęŜony 
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z genem Rht8 najczęściej występował w odmianach pochodzących z południowej 
Europy. Allel o wielkości 165 pz występował w większości odmian wyhodowanych 
w CIMMYT w Meksyku. Ahmad i Sorrels [1] analizowali zmienność alleliczną w lo-
cus Xgwm 261 w 71 odmianach pszenicy zwyczajnej pochodzących z 13 krajów. 
Autorzy wykazali, Ŝe 19 odmian generowało fragmenty o wielkości 165 pz, zaś 
w 37 odmianach stwierdzili obecność fragmentów o wielkości 174 pz. Tylko cztery 
odmiany: Pioneer Var 2510 (USA), Chinese Spring i Bai Huo (Chiny) oraz Kanto 
(Japonia) generowały wyraźne fragmenty o wielkości 192 pz sprzęŜone z genem 
Rht8. U dwóch odmian amerykańskich Arapahoe i Ernie stwierdzili fragmenty DNA 
o róŜnej wielkości. U tych dwóch odmian występowały równieŜ fragmenty o wielko-
ści 192 pz, ale były najmniej intensywne. Liu i in. [12] badali 408 chińskich odmian 
pszenicy zwyczajnej. Po włączeniu do reakcji PCR starterów WMS 261 zidentyfiko-
wali 13 róŜnych fragmentów DNA w locus Xgwm 261. Allele o wielkości 192 pz 
sprzęŜone z genem Rht8 występowały w wielu chińskich odmianach. 

 
Tabela 2. Rodowody polskich odmian pszenicy zwyczajnej zawierających geny karłowatości Rht8 
Table 2. Genealogies of Polish common wheat cultivars with Rht8 dwarfing genes 
 

Odmiana – Cultivar Rodowody – Pedigree 

Aria Etoile de Choisy/Wysokolitewska Sztywnosłoma// Dańkowska Biała 

Grana Etoile de Choisy/Wysokolitewka Sztywnosłoma// Dańkowska Biała 

Luna Etoile de Choisy/Wysokolitewka Sztywnosłoma 

WNIOSKI 

1. Na podstawie przeprowadzonych analiz SSRs wykazano, Ŝe polskie od-
miany pszenicy zwyczajnej zarejestrowane przed rokiem 1975 wykazują duŜą 
zmienność alleliczną w locus Xgwm 261. 

2. W analizowanych odmianach w locus Xgwm 261 stwierdzono obecność 
fragmentów DNA o wielkości 165 pz, 174 pz, 192 pz, 197 pz i 203 pz. 

3. Fragmenty o wielkości 192 pz sprzęŜone z genem Rht8 stwierdzono 
w trzech odmianach: Aria, Grana i Luna. 
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 Ab s t rac t .  Allelic variation in Xgwm 261 locus was studied in 30 Polish old cultivars, using 
SSRs methods. DNA was amplified after extraction with two WMS 261 primers. DNA fragments 
from PCR were separated on polyacrylamide gel. Investigated common wheat cultivars showed 
allelic variation in Xgwm 261 locus on the basis of microsatellite analysis. The highest alleles fre-
quency was observed for a 197 bp fragment and for 165 bp and 174 bp fragments. The 192 bp frag-
ment size linked with Rht8 dwarfing gene was observed in three cultivars: Aria, Grana and Luna 
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