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Streszczenie. W pracy za pomamarkeréw mikrosatelitowych, analizowano zmie§ino
alleliczra w locus Xgwm 261 w 30 polskich odmianach pszemwyczajnej zarejestrowanych do
1975 roku. Wyizolowane DNA poddano amplifikacji arp starterow WMS 261. Produkty reakc;ji
PCR rozdzielono nzelu poliakryloamidowymNa podstawie przeprowadzonych analiz wykazano,
ze badane odmiany pszenicy zwyczajnej wykazuga zmiennd¢ alleliczrg w locus Xgwm 261.
Najczsciej obserwowano fragmenty DNA o wiell@ 197 pz, 165 pz i 174 pz. Fragmenty o wiel-
kosci 192 pz sprzzone z genervht8 stwierdzono w trzech odmianach: Aria, Grana i Luna.

Stowa kluczowe: pszenica zwyczajna, geny kartoyeat&ht8, markery molekularne,
mikrosatelity

WSTEP

Jednym z wznych czynnikéw ograniczagych plonowanie pszenicy zwy-
czajnej {riticum aestivum L.) jest wyleganie, dlatego w hodowli zwraca si
szczeg6bla uwag na seleka form krotko- i sztywnostomych o wysokim poten-
cjale plonowania. Najskuteczniejszym sposobem wyhodowania odmian odpor-
nych na wyleganie jest wprowadzenie genéw kartoyea{6,10,11,26].

W programach hodowlanych pszenicy zwyczajnepwiecie najszerzej wy-
korzystywane g geny Rht-B1b i Rht-D1b pochodace od ‘Norin 10’ orazRht8
pochodacy od ‘Akakomugi’ [6,10,25,26]. Gen kartowatd Rht-Blb jest zloka-
lizowany na krétkim ramieniu chromosomu 4BRiat-D1b na krétkim ramieniu
chromosomu 4D [2,6]. Geny te powoglugdukcg wysokdaci roslin o okolo 20%

i zwyzke plonow, gtdbwnie poprzez wzrost ptodied kioska [2,6,11,13]. $one
niewraliwe na egzogenny kwas giberelinowy, co utiwia identyfikack geno-
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typow zawierajcych te geny [5,6,23]. GeRht8 jest zlokalizowany na krétkim
ramieniu chromosomu 2D [8, 24]. Redukuje digadzbta o ok. 10% i jest sze-
roko rozpowszechniony $sdd pszenic jugostowisskich [7,26]. GerRht8 i jest
wrazliwy na egzogenny kwas giberelinowy i dlatego nielinea jest jego identy-
fikacja za pomog GA;.

Geny Rnt8 mazna zidentyfikowd za pomog markeréw mikrosatelitowych
[8]. Mikrosatelity lub proste sekwencje powtdrzone (SSRs) stanewazne zré-
dto genetycznych markeréw dla wielu eukariotycznych genoméw [9,17,21,22].
Analiza mikrosatelitow bazuje na reakcjinéachowej polimerazy (PCR), jest
tatwa do wykonania i esto wykorzystywana w badaniach molekularnych psze-
nicy [4,15,16,18,19].

Korzun i in. [8] za pomag markeréw mikrosatelitowych zidentyfikowali ge-
ny Rht8 w odmianach i liniach pszenicy zwyczajnej, i zmapowali gdndskim
ramieniu chromosomu 2D w odlegi 0,6 cM od locus Xgwm261. Autorzy
opracowali startery WMS261, ktére poasteniu do reakcji PCR generowaty
polimorficzne produkty o wielki 165 pz, 174 pz i 192 pz. Obegtdragmen-
téw o wielkaici 192 pz byta powaizana z redukgjwysokdaci roslin o ok. 7-8 cm.
Obecnd¢ prazka o wielkgci 174 pz nie byta powzana z redukgj wysokaci
roslin, zas obecnéc¢ allelu ktory w reakcji PCR dawat produkt o wietko165 pz
byta skorelowana ze wzrostem wységioo ok. 3-4 cm. Worland i in. [27], Ah-
mad, Sorrells [1], Schmidt i in. [20] oraz Liu i in. [12] poglaje w locus Xgwm
261 wystpuje szereg prkow o jeszcze innych wielkoiach.

Celem pracy byto okétenie za pomagmarkeréw mikrosatelitowych, zmienno-
éci allelicznej w locus Xgwm 261, w wybranych potgkiodmianach pszenicy zwy-
czajnej {riticum aestivum L.) zarejestrowanych przed rokiem 1975, zgromagzon
w banku genéw. Odmiany te mpy¢ wykorzystywane jako materiat wégiowy
w hodowli pszenicy, dlatego waa jest ich doktadna charakterystyka, ktéra zlimo
witaby hodowcom, dobér odpowiednich komponentovkidyzowania.

MATERIAL | METODY

Przedmiotem badabyto 30 odmian pszenicy zwyczajndjiticum aestivum
L.) otrzymanych z Centrum Zasobéw Genowych IHAR w Radzikowie (tab. 1).

DNA badanych odmian pszenicy izolowano ilidziesgciodniowych siewek
zgodnie z metadMilligan’a [14]. DNA stacano 1 cz. (40Qu) izopropanolu z do-
datkiem octanu sodu. Uzyskany DNA dwukrotnie prziengtanolem 75%. Po osu-
szeniu, osad rozadiezano w 5Qul TE. Stzenie DNA okrélono za pomagelektrofo-
rezy na 1,5%elu agarozowym przez poréwnanie z molekularnym weorenasy
(DNA faga A strawionym endonukleazHindlll, Fermentas, Litwa). Nagbnie
probki doprowadzono do jednakowegezshia DNA 50 ngil™.
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Tabela 1.Zmiennd¢ alleliczna w locus Xgwm 261 polskich odmian pszgrawyczajnej
Table 1. Allelic variation in Xgwm 261 locus in Polish conamwheat cultivars

Dhugos¢ fragmentow DNA (pary zasad)
DNA fragments size (base pairs)

192 174 165 197 203

Odmiana — Cultivar

Antoninska Wczesnha +
Aria +
Balta +

Biata Kaszubska +

Bialy Krzyz +

Bogatka +

Bozena +
Choryaska +
Dana +

Dankowska Graniatka +

Grana +

Halina +

Jana +

Jasnocha Wioszanowska +

Komorowska +

Konstancja Granum +

Konstancja Wierzbigska +

Leszczyiska Wczesna +

Litwinka +

Luna +

Malwa +

Niewylegajca +

Olza +

Ptocka

Putawska Wczesna +

Sobieszyiska 44

Stieglera 22

Strzelecka +

Wysokolitewska Oltarzewska +

Wysokoliewska Sztywnostoma +
+ oznacza obeci6 fragmentu DNA — means the presence of a DNA fragme
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Reakcje PCR przeprowadzano na termocyklerze Perkimeiklw 20 pl
mieszaniny o naspujacym sktadzie: 1 x PCR bufor (75 mM Tris-HCI, pH
8,8; 20 mM (NH),SQ,, 0,01% Tween 20); 1,5 mM Mgg1200 uM kadego
dNTP; 250 nM kadego startera. Zastosowano ¢atarterow WMS 261 5'-
CTCCCTGTACGCCTAAGGC-3 i 5-CTCGCGCTACTAGCCATTG-3'. Am-
plifikacja DNA przebiegata w cyklach: wgina denaturacja 1’ w 9€, 45 cykli:
1'-94°C, 1'- 55°C, 2'- 72C z kaicows inkubach 10’ w 72C.

Rozdziat produktéw prowadzono na zdenaturowanym 2% poliakrylo-
amidowym. Prébki denaturowano w 95°C, a gaisie rozdzielano przez 1-2 go-
dzin przy 50 W w buforze TBE. Zastosowano marker wiglk@eneRuler 50 bp
DNA Ladder (Fermentas).

Przed barwieniemele utrwalano w 10% kwasie octowym, ptukano w wodzie
destylowanej, wysycano w roztworze azotanu srebra z formaldehydgmvo-
tywano w roztworze wglanu sodu z formaldehydem i tiosiarczanem sodu oraz
ponownie utrwalano w 10% kwasie octowym [3]. Po wysuszeniu otrzymane wzo
ry rozdziatéw analizowano na péwietlaczu i fotografowano aparatem cyfrowym
w systemie BDA Digital (Biometra).

WYNIKI I DYSKUSJA

Spasrdd analizowanych 30 polskich odmian pszenicy zwyczajnej produkty
PCR o wielkdci 192 par zasad (pZwiadczice o obecnéri genu Rht8 stwier-
dzono w 3 odmianach: Aria, Grana i Luna. Fragmenty DNA o wéelkb74 pz
stwierdzono w odmianach: Balta, Bama, Dana, Jana, Komorowska, Lesaezy
ska Wczesna i Olza, g& diugdci 165 pz w odmianach: Antaiska Wczesna,
Choryaska, Dakowska Graniatka, Malwa, Sobiesaka 44, Stieglera 22 i Strze-
lecka. Za pomag przeprowadzonych analiz SSRs nie stwierdzono markerowych
fragmentow DNA locus Xgwm 261 w odmianach: Biata Kaszubska,yBiat
Krzyz, Bogatka, Halina, Jasnocha Wtoszanowska, Konstancja Granum, Konsta
cja Wierzbiéska, Litwinka, Niewylegajca, Plocka, Putawska Wczesna, Wyso-
kolitewska Oftarzewska i Wysokolitewka Sztywnostoma. W rodowbdsimian:
Aria, Grana i Luna wysgpuje francuska odmiana Etoile de Choisy (tab. 2). Jed-
nym z komponentéw rodzicielskich Etoile de Choisy byta odmiana tardAr-
ditto’ wyhodowana w Rieti przez Nazereno Strampellego zawiera ht8
wprowadzony od ‘Akakomugi’ [6]. Na podstawie analizy rodowodéw wynika,
dawa genowRht8 dla odmian Aria, Grana i Luna byta Etoile de Choisy.

Worland i in. [27] za pomac markeréw mikrosatelitowych opracowanych
przez Korzuna i in. [8], analizowali 800 odmian pszenicy zwyczgjonehodz-
cych z 20 krajéw. Autorzy wykazalie 90% odmian generowatoapki w reakcji
PCR o wielkéci 165 pz, 174 pz lub 192 pz. Marker o wigliol92 pz sprzzony
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z genemRht8 najczsciej wystpowat w odmianach pochagiz/ch z potudniowej
Europy. Allel o wielkdci 165 pz wysipowat w wikszaci odmian wyhodowanych
w CIMMYT w Meksyku. Ahmad i Sorrels [1] analizowalimienng¢ alleliczra w lo-
cus Xgwm 261 w 71 odmianach pszenicy zwyczajnehpdecych z 13 krajow.
Autorzy wykazali,ze 19 odmian generowato fragmenty o wiét{ol65 pz, z&
w 37 odmianach stwierdzili obecigofragmentow o wielkéci 174 pz. Tylko cztery
odmiany: Pioneer Var 2510 (USA), Chinese Springai Buo (Chiny) oraz Kanto
(Japonia) generowaly wymae fragmenty o wiellkiei 192 pz sprgzone z genem
Rht8. U dwéch odmian ameryigkich Arapahoe i Ernie stwierdzili fragmenty DNA
o rnej wielkasci. U tych dwéch odmian wygtowaty rownie fragmenty o wielko-
sci 192 pz, ale byly najmniej intensywne. Liu i jb2] badali 408 chiiskich odmian
pszenicy zwyczajnej. Po gdzeniu do reakcji PCR starterow WMS 261 zidentyfiko
wali 13 r&nych fragmentéw DNA w locus Xgwm 261. Allele o vikedci 192 pz
sprzzone z generkht8 wysktpowaty w wielu chiskich odmianach.

Tabela 2.Rodowody polskich odmian pszenicy zwyczajnej zaayieych geny kartowakei Rht8
Table 2. Genealogies of Polish common wheat cultivars w8 dwarfing genes

Odmiana — Cultivar Rodowody — Pedigree
Aria Etoile de Choisy/Wysokolitewska Sztywnostonfaghkowska Biata
Grana Etoile de Choisy/Wysokolitewka Sztywnostonbsiikowska Biata
Luna Etoile de Choisy/Wysokolitewka Sztywnostoma

WNIOSKI

1. Na podstawie przeprowadzonych analiz SSRs wykazanpplskie od-
miany pszenicy zwyczajnej zarejestrowane przed rokiem 1975 zwgkduza
zmiennd¢ alleliczra w locus Xgwm 261.

2. W analizowanych odmianach w locus Xgwm 261 stwierdzono okécno
fragmentow DNA o wielkéci 165 pz, 174 pz, 192 pz, 197 pz i 203 pz.

3. Fragmenty o wielkéci 192 pz sprgzone z genem Rht8 stwierdzono
w trzech odmianach: Aria, Grana i Luna.
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Abstract. Allelic variation in Xgwm 261 locus watudied in 30 Polish old cultivars, using
SSRs methods. DNA was amplified after extractiothwivo WMS 261 primers. DNA fragments
from PCR were separated on polyacrylamide gel. dtigated common wheat cultivars showed
allelic variation in Xgwm 261 locus on the basisnutrosatellite analysis. The highest alleles fre-
quency was observed for a 197 bp fragment and@rhp and 174 bp fragments. The 192 bp frag-
ment size linked wittht8 dwarfing gene was observed in three cultivarsaABrana and Luna
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