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Zmiennos¢ genetyczna i fenotypowa linii
jarej pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.)
0 wysokim potencjale hodowlanym

Genetic and phenotypic variability of spring common wheat
(Triticum aestivum L.) lines with high breeding potential

Abstrakt. W pracy przedstawiono oceng zrdéznicowania genetycznego oraz zmiennos$ci fenotypo-
wej 38. linii jarej pszenicy zwyczajnej pochodzacych z Hodowli Roslin Strzelce Sp. z 0.0., Grupa
IHAR. Do genotypowania wykorzystano markery dominujace silicoDArT oraz kodominujace SNP.
Najwigkszy dystans genetyczny obserwowano na podstawie polimorfizmu markeréw SNP po-
miedzy liniami: STH_12 i STH_37 (0,579), natomiast na podstawie polimorfizmu markeréw si-
licoDArT pomigdzy liniami: STH_1 i STH_33 (0,728). Analiza struktury przeprowadzona me-
toda grupowania Bayesowskiego wykazata obecnos¢ trzech genetycznie odrebnych grup (K = 3)
na podstawie segregacji alleli SNP oraz szeSciu odrebnych grup (K = 6) na podstawie segregacji
alleli silicoDArT. Najwickszym wspotczynnikiem zmiennosci sposrod analizowanych cech uzytko-
wych charakteryzowaly si¢: plon ziarna z poletka (18,0%) oraz termin ktoszenia (17,5%). Obserwo-
wano istotne zréznicowanie $rednich wartosci terminu kloszenia, masy hektolitra i liczby ziaren
z klosa pomiedzy grupami, do ktorych zostaly przypisane badane linie hodowlane na podstawie
analizy struktury populacji.
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WSTEP

W Polsce pszenica zwyczajna jest najwazniejszym i najczgéciej uprawianym zbozem
na cele konsumpcyjne oraz paszowe. Powierzchnia jej uprawy wynosi 2,4 min ha, co sta-
nowi ok. 33,3% powierzchni upraw wszystkich zboz w kraju [GUS 2024]. Uprawa psze-
nicy jarej jest mniej popularna niz ozimej, o czym $wiadczy niski, stanowigcy 8,7-procen-
towy udziat w powierzchni zasiewéw gatunku [GUS 2024]. Formy jare maja wysokie
wymagania Srodowiskowe i agrotechniczne [Sulek 2004, Wozniak 2006]. W uprawie
pszenicy wazny jest wczesny siew, ktory pozwala roslinom wyksztalci¢é mocny system
korzeniowy i unikna¢ wiosennych niedoboré6w wody w glebie, co w znacznym stopniu
decyduje o wielkos$ci przysztych plonow [Rudnicki i in. 1999, Mazurek i Sutek 2000].
Pszenica jara jest bardzo dobra alternatywg jako ro$lina nastepcza dla pdzno schodzacych
zZ pola gatunkdéw, takich jak kukurydza czy buraki, a krétszy okres wegetacji moze sprzy-
jac obnizeniu kosztow uprawy ze wzgledu na krotszy czas narazenia na patogeny, szkod-
niki i niektore chwasty. Ziarno pszenicy jarej przeznaczone jest przede wszystkim na cele
konsumpcyjne ze wzgledu na wyzsza zawarto$¢ lipidow i blonnika oraz nizsza wtokna
surowego w stosunku do ziarna form ozimych [Biel i Maciorowski 2012]. Z kolei wyzsza
zawartos$¢ i jako$¢ biatka, w tym glutenu, wplywaja korzystnie na wartos¢ wypiekowa
maki [Wenda-Piesik i in. 2017, Jedzura i in. 2023].

Priorytetem w hodowli nowych odmian pszenicy, podobnie jak innych zbdz, jest po-
prawa plennosci, ktora w najwickszym stopniu decyduje o optacalnosci uprawy. Jednak
petne wykorzystanie potencjatu plonotworczego jest w duzym stopniu ograniczone przez
stresy biotyczne i abiotyczne, na ktdre narazone sa rosliny podczas wegetacji. Dlatego tez
nowo wytworzone odmiany powinny charakteryzowac si¢ nie tylko wysokim plonem, ale
rowniez dobra odpornoscia na patogeny oraz zmienne warunki pogodowe, takie jak: okre-
sowe niedobory wody, przymrozki czy zakwaszenie podtoza. Roznorodno$¢ genetyczna
jest jednym z wazniejszych czynnikow wpltywajacych na poprawe plonowania. Stanowi
rowniez podstawe przetrwania roslin w przyrodzie [Booy i in. 2000, Raza i in. 2009].
Umozliwia hodowcom wybor genotypow o pozadanych cechach, ktére mozna nastepnie
wykorzysta¢ jako material wyjSciowy w programach hodowlanych [Swarup i in. 2020].
Jej zrédlo moga stanowi¢ mutacje, przeptyw gendw, rekombinacje materiatu genetycz-
nego oraz dryf genetyczny [Brown 1983].

Informacje dotyczace réznorodnosci genetycznej populacji lub gatunku mozna uzyskaé
na podstawie danych genotypowych opartych na réznicach sekwencji nukleotydowych
DNA, danych fenotypowych lub za pomoca rzadko wspolczesnie stosowanej metody wy-
korzystujacej allozymy [Tang i in. 2007, Kirk i Freeland 2011, Tagliotti i in. 2018]. Obecnie
na uwage zashuguja metody genotypowania bazujace na sekwencjonowaniu nowej genera-
cji, ktore w krotkim czasie dostarczaja dziesiatki tysigcy polimorfizméw pojedynczego nu-
kleotydu (SNP, ang. single nucleotide polymorphism) obejmujacych caly genom lub
znaczng jego cz¢s$¢. Do takich metod nalezy zaliczy¢ technologi¢ DArTseq [Sansaloni i in.
2011] oraz GBS [Poland i Rife 2012]. DArTseq, oprocz marker6w SNP o charakterze ko-
dominujacym dajacych mozliwo$¢ odréznienia homozygot od heterozygot, dostarcza jed-
nocze$nie duzej puli markerow silicoDArT, ktore cechuje dominujacy charakter. Ocena
dystanséw genetycznych pomiedzy badanymi genotypami powinna uwzglednia¢ rézne
systemy markerowe, gdyz kazdy z nich moze wykrywac¢ polimorfizm w innych obszarach
genomu [Bolibok i in. 2005, Stojatowski 2007]. Markery silicoDArT oraz SNP zostaly
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wykorzystane do badania ré6znorodnosci genetycznej i struktury populacji ponad 79 tys. ge-
notypdw pszenic zgromadzonych w banku genéw CIMMYT oraz ICARDA, w tym ponad
56 tys. form heksaploidalnych Triticum aestivum L. aestivum [Sansaloni i in. 2020]. Analiza
admiksji za pomoca algorytmu Bayesa oraz analiza skupien MRD (ang. modified Roger’s
distance) [Soleimani i in. 2020] wykazaly obecno$¢ oémiu odrgbnych genetycznie grup
w obrebie badanych pszenic heksaploidalnych. Na podstawie uzyskanych wynikéw wy-
wnioskowano, ze duza czg¢$¢ zmienno$ci genetycznej obecna w odmianach lub populacjach
lokalnych nie zostata dotychczas wlaczona do hodowli. Tomkowiak i in. [2019, 2020] testo-
wali przydatno$¢ markeré6w uzyskanych za pomocg technologii DArTseq, jak rowniez mar-
keré6w AFLP, RAPD i SSR do oceny stopnia podobienstwa miedzy liniami wsobnymi ku-
kurydzy. Autorzy wykazali, ze wlasciwy dobdr systemu markerowego, a takze miary dy-
stansu genetycznego majg wplyw na grupowanie badanych linii i sg istotnie powigzane
z wyborem komponentéw matecznych do hodowli mieszancowe;.

Badania opisane w tej pracy miaty na celu ocen¢ zréznicowania genetycznego mate-
riatéw kolekcyjnych jarej pszenicy zwyczajnej z uwzglgdnieniem dwoch typow markerow
(SNP i silicoDATrT) oraz ustalenie jego powiazania ze zmienno$cia obserwowana na po-
ziomie fenotypowym.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowito 38 linii jarej pszenicy zwyczajnej (STH_01 — STH_38)
pokolenia F7-F8 pochodzacych z Hodowli Roslin Strzelce Sp. z 0.0., Grupa IHAR. Linie
wybrano na podstawie najlepszych wynikow plonowania uzyskanych w doswiadczeniach
wyzszych (do§wiadczenie wstepne, doswiadczenie przedwstepne, badania rejestrowe
Centralnego Os$rodka Badania Odmian Roslin Uprawnych) przeprowadzonych w 2022 r.
Doswiadczenie polowe w 2023 r. zalozono w Strzelcach (52°18'57.1"N, 19°24'09.6"E),
w uktadzie losowanych blokow kompletnych, w trzech powtoérzeniach, na poletkach
0 powierzchni 2 m2. Roéliny rosty na glebie brunatnej wtaéciwej zaliczonej do kompleksu
pszennego dobrego, klasy bonitacyjnej III a. Przeprowadzono ocene fenotypowa bada-
nych linii pod wzgledem cech ilosciowych, takich jak: srednia liczba (LZK) oraz masa
(MZK) ziaren z 10 kloséw, masa hektolitra (kg-hl™), $redni plon z trzech poletek o po-
wierzchni 2 m? (kg), masa tysigca ziaren (g), wysoko$¢ roslin (cm) i termin kloszenia,
bioragc pod uwage liczbe dni od 1 czerwca. Podatno$¢ na porazenie maczniakiem praw-
dziwym oceniano trzykrotnie podczas sezonu wegetacyjnego, stosujac dziewigciostop-
niowg skalg bonitacyjng (9 — brak porazenia, 1 — bardzo silne porazenie). Ocen¢ ziarna
pod wzgledem zawarto$ci biatka, glutenu i skrobi wyrazono w g-kg?, jego wodochton-
no$¢ (WA) wyrazono w procentach (%), a takze indeks twardosci ziarna (HI) wykonano
przy uzyciu analizatora NIRS™ DS2500 firmy FOSS. Wspoétczynnik zmiennosci (CV, %)
oraz wariancj¢ poszczego6lnych cech w obrgbie badanych linii obliczono w programie
Statistica v.13.3 [TIBCO Software Inc. 2017].

Izolacja genomowego DNA zostata wykonana z dziesigciu rownych wagowo fragmen-
tow lisci reprezentujacych kazda z linii zgodnie z procedura rekomendowang przez dostawce
zestawow do izolacji (Plant DNeasy MiniKit 250, Qiagen). Do genotypowania zastoso-
wano platform¢ DArTseq (Diversity Arrays Technology Pty Ltd, Canberra, Australia).
Przed przystapieniem do analiz markery filtrowano ze wzglgdu na czgsto$¢ wystgpowania
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rzadkiego allelu (ang. minor allel frequency; MAF > 0,05) oraz liczbe brakujacych obser-
wacji (ang. call rate; CR > 0,95%).

Wspbtczynnik informacji polimorficznej PIC (ang. polymorphism information content)
dla markeréw kodominujacych SNP oszacowano stosujac wzdr zaproponowany przez Neia
[Nei i Li 1979], natomiast dla markeréw dominujacych silicoDArT wzor wg Roldan-Ruiz
i in. [2020]. Zgodnie z zastosowanymi wzorami warto$¢ PIC dla markeréw kodominujacych
miesci si¢ w zakresie 0—1,0, natomiast dla markeréw dominujacych 0-0,5.

W programie GenAlex v.6.5 [Peakall i Smouse 2012] wyliczono nastepujace parame-
try genetyki populacyjnej: udziat procentowy loci polimorficznych (PPL), liczbe alleli
obserwowanych (Na), efektywna liczbe alleli (Ne), wskaznik Shannona (1), heterozygo-
tycznos$¢ oczekiwang wynikajaca z zatozen prawa Hardy’ego-Weinberga (He), heterozy-
gotyczno$¢ obserwowang (Ho) oraz nieobcigzong oczekiwang heterozygotycznos¢ (uHe).
Dla analizowanych linii jarej pszenicy zwyczajnej okreslono wspolczynniki dystansu ge-
netycznego (GD) wedlug wyskalowanej metody euklidesowej zaimplementowanej do pa-
kietu dartR [Georges 2022] w programie R [http://www.rproject.org]. Pakiet ten uwzgled-
nia réznice w sposobie kodowania danych, dajac mozliwos¢ zastosowania odlegtosci
euklidesowej dla obu typow markeréw. W zapisie wynikow silicoDArT ,,0” oznacza brak,
a,,1” obecno$¢ markera, natomiast podczas generowania wynikdw SNP obie wartos$ci
oznaczaja obecnos¢ polimorfizmu w stanie homozygotycznym (0 — homozygota referen-
cyjna; 1 — homozygota SNP), natomiast 2 oznacza heterozygote.

Na bazie macierzy dystansu genetycznego wykreslono dendrogram obrazujacy podo-
bienistwo badanych pszenic. Jako metodg aglomeracji wybrano metodg §rednich potaczen
UPGMA (ang. unweighted pair group method with arithmetic mean). Linie hodowlane
tworzace poszczegolne grupy zaznaczono odrebnymi kolorami na dendrogramach.

W celu doktadnego zidentyfikowania grup genetycznie zréznicowanych populacji wy-
konano obliczenia w programie Structure v.2.3.3 [Pritchard i in. 2000]. Najbardziej prawdo-
podobng warto§¢ K wyznaczono na podstawie zobrazowanej graficznie wartosci delta K
(AK), pokazujacej wyrazny szczyt przy prawidlowej liczbie grup [Evanno i in. 2005]. Prze-
prowadzono tacznie dziewie¢ symulacji przypisania osobnikoéw do grup genetycznych, za-
ktadajac, ze analizowana pula osobnikéw stanowi jedna grupe (K = 1), a nastgpnie, ze
obecne sg grupy od K =2 do K=9. Zastosowano model dla skorelowanych frekwencji alleli,
wykonano 100 000 interakcji i 100 000 powtorzen zgodnie z algorytmem MCMC (ang.
Markov chain Monte Carlo). Wyniki zobrazowano w programie CLUMPAK [Kopelman
i in. 2015]. Pomiedzy wyodrgbnionymi grupami obliczono dystans genetyczny (GD) wedtug
Neia z zastosowaniem programu GenAlex v.6.5. [Peakall i Smouse 2007].

W celu poréwnania wartosci $rednich cech uzytkowych oraz sposobu ich ksztaltowa-
nia si¢ w zaleznos$ci od grupy, do ktorej przypisano dany genotyp, wykonano analiz¢ wa-
riancji (ANOVA). Wzajemne zaleznosci pomigdzy cechami fenotypowymi okreslano za
pomoca analizy korelacji liniowej Pearsona oraz analizy skladowych gtéwnych (PCA)
wykonanych w programie Statistica v.13.3 [TIBCO Software Inc. 2017].
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WYNIKI

Genotypowanie badanych linii jarej pszenicy zwyczajnej pozwolito na uzyskanie
41 480 markerow SNP oraz 50 343 markeréw silicoDArT. Po filtrowaniu do analiz wy-
korzystano odpowiednio 10 219 SNP i 7 285 silicoDArT. Wartosci PIC dla markerow ko-
dominujacych ksztattowaty si¢ na poziomie 0,012—1,0, natomiast dla markerow dominu-
jacych: 0,152-0,5. Srednia warto$¢ wspotezynnika PIC po filtrowaniu byta réwna 0,380
dla SNP 1 0,375 dla silicoDArT (tab. 1). Wszystkie badane loci prezentowaty 100% poli-
morfizmu, a liczba obserwowanych alleli w locus (Na) wynosita 2,0 bez wzgledu na za-
stosowany system markerowy. Efektywna liczba alleli oraz indeks Shanona dla badanej
populacji byly wyzsze w przypadku zastosowania markeréw kodominujacych (Ne =
1,570; I = 0,570) niz gdy do analiz zastosowano markery dominujace (Ne = 1,409; I =
0,432). Srednia obserwowana wartos¢ heterozygotycznosci (Ho) byta réwna 0,122 dla loci
SNP i znacznie réznila si¢ od wartosci Srednich oczekiwanej czestosci heterozygot (He =
0,388) oraz nieobcigzonej oczekiwanej czestosci heterozygot (uHe = 0,393) — tab. 1.

Tabela 1. Wspotezynnik informacji polimorficznej (PIC) oraz parametry charakteryzujace
zmienno$¢ genetyczng
Table 1. Polymorphic information content (PIC) and parameters characterizing genetic variability

System
markerowy PIC PPL (%) Na Ne | He uHe Ho
Marker system
SNP 0,380 100% 2,000 | 1,570 | 0,570 | 0,388 | 0,393 | 0,122
silicoDArT 0,375 100% 2,000 | 1,409 | 0,432 | 0,270 | 0,274

PIC — indeks stopnia polimorfizmu, PPL — udzial procentowy loci polimorficznych, Na — liczba alleli, Ne —
efektywna liczba alleli, | — wskaznik Shannona, He — heterozygotyczno$¢ oczekiwana, Ho — heterozygotyczno$é
obserwowana, uHe — nieobcigzona oczekiwana heterozygotycznos$é

PIC — polymorphic information content, PPL — percentage of polymorphic loci, Na — number of alleles, Ne —
effective number of alleles, | — Shannon index, He — expected heterozygosity, Ho — observed heterozygosity,
uHe — unbiased expected heterozygosity

W przeprowadzonych analizach najwigksza warto$¢ dystansu genetycznego wyzna-
czonego w oparciu o polimorfizm markerow SNP wedlug metody euklidesowej obserwo-
wano pomig¢dzy liniami STH 12 i STH 37 (0,579), natomiast dla markeroéw silicoDArT
pomigdzy liniami STH 1 i STH 33 (0,728). Najbardziej podobne byly linie STH 12
i1 STH_1 (0,090) oraz STH_31 i STH_33 (0,098) niezaleznie od zastosowanego systemu
markerowego. Na podstawie macierzy odlegtosci genetycznych przeprowadzono analize
skupien, ktora wykazata obecnos¢ dwoch (SNP) i trzech (silicoDArT) gtéwnych skupien.
Dziesig¢ linii (STH_2, STH 3, STH 28, STH 30, STH 31, STH 32, STH 33, STH 34,
STH 36 i STH_37) bylo wyraznie oddzielonych od pozostatej grupy bez wzgledu na za-
stosowany system markerowy (ryc. 1).
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Odrebnymi kolorami zaznaczono linie przypisane do poszczegdlnych grup na podstawie wynikoéw programu
Structure: niebieski — G1, czerwony — G2, zielony — G3, fioletowy — G4, pomaraficzowy — G5 , szary — G6
Lines assigned to particular groups based on the results of the Structure program remarked in separate colours
(blue — G1, red — G2, green — G3, purple — G4, orange — G5, grey — G6)

Ryc. 1. Dendrogramy 38 linii jarej pszenicy zwyczajnej otrzymane metoda UPGMA
Fig. 1. Dendrograms for 38 spring wheat lines generated by UPGMA clustering analysis
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Analiza struktury zmienno$ci genetycznej badanej populacji pszenicy przeprowa-
dzona metoda grupowania Bayesowskiego z wykorzystaniem oprogramowania Structure
ver. 2.3.4 wyodrebnita trzy genetycznie odrgbne grupy (K = 3) na podstawie analizy se-
gregacji alleli SNP oraz szesciu grup (K = 6) na podstawie analizy segregacji alleli silico-
DArT (ryc. 2). W analizowanej populacji wartoéci AK wskazujace na liczbe grup byty
niskie (AK =389 dla SNP; AK = 285 dla silicoDArT), co wskazywato na grupowanie linii
nalezacych do co najmniej kilku klas w obrebie jednej grupy. Przy zatozeniu istnienia
trzech grup, 42,1% roslin zostato praktycznie jednoznacznie przypisanych do jednej z nich
(wartosci Q > 0.950) na podstawie danych otrzymanych dla SNP, podczas gdy wartos¢ ta
byla nizsza dla silicoDArT i wynosita 18,4% przy zatozeniu istnienia szesciu grup (ryc. 3).
Linie STH_1,STH_12, STH_21, STH_24, STH_31, STH_33 i STH_37 charakteryzowaty
si¢ wysokimi wartosciami Q (>0.95) niezaleznie od wykorzystanego systemu markerowego
oraz zaktadanej najbardziej prawdopodobne;j liczby grup. Wartosci dystansu genetycznego
pomigdzy uzyskanymi grupami okreslonymi za pomoca analizy Bayesa wahaty si¢ od 0,10
(G2 vs G3) do 0,35 (G6 vs G1 i G5) dla analizy z zastosowaniem markerow SNP oraz od
0,13 (G1 vs G2) do 0,24 (G2 vs G3) dla markeréw silicoDATT (tab. 2).

Na podstawie wstepnej oceny fenotypowej stwierdzono zréznicowanie wartosci ba-
danych cech uzytkowych w obrebie 38 linii pszenicy jarej (tab. 3). Najwigksza zmienno-
$cig charakteryzowat si¢ plon ziarna z poletka (CV = 18,0%) oraz termin ktoszenia (CV =
17,5%). Najmniejszg zmienno$¢ stwierdzono dla zawarto$ci skrobi w ziarnie (CV = 1,9%)
i masy hektolitra (CV = 2,8%). Najwyzszg warto$¢ plonu ziarna z poletka uzyskano dla
linii STH_11 (0,75 kg), a najnizsza dla linii STH_3 (0,39 kg), podczas gdy masa tysiaca
ziaren byta najwyzsza dla linii STH_3 (51,9 g), a najnizsza dla linii STH_11 (40,5 g).
Najwyzszg zawartoscig biatka w ziarnie (125-128 g-kg™?) charakteryzowaty si¢ nastepu-
jace linie hodowlane: STH 4, STH 17 i STH_25. Cecha ta byta ujemnie skorelowana
z plonem (r =-0,54; p < 0,05).

Tabela 2. Macierz wartosci dystansow genetycznych pomigdzy populacjami na podstawie
wspotczynnika Neia na podstawie analizy z wykorzystaniem markerow SNP (powyzej przekatnej)
i silicoDArT (ponizej przekatnej)

Table 2. Pairwise population matrix of Nei genetic distance between populations evaluated using
SNP (above the diagonal) and silicoDArT markers (below the diagonal)

Gl G2 G3 G4 G6

Gl - 0,132 0,188 - - -
G2 0,158 - 0,240 - - -
G3 0,231 0,100 - - - -
G4 0,177 0,150 0,254 - - -
0,208 0,186 0,175 0,307 - -

G6 0,349 0,249 0,274 0,236 0,354 -
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Udziat procentowy genomu danego rodu w kazdej z grup (G)
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Odrebnymi kolorami zaznaczono linie przypisane do poszczegdlnych grup na podstawie wynikéw programu
Structure
Lines assigned to particular groups based on the results of the Structure program remarked in separate colours

Ryc. 3. Struktura genetyczna populacji 38 linii pszenicy zwyczajnej
Fig. 3. Genetic structure of 38 spring wheat lines population
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Tabela 3. Wartosci $rednie, zakresy zmiennos$ci i wspotczynniki zmiennosci (CV) dla badanych
cech uzytkowych 38 linii jarej pszenicy zwyczajnej

Table 3. Mean values, range of variables, and coefficient of variation (CV) for analysed traits
of 38 spring common wheat lines

Wspolezynnik
Badana cecha . Maksimum | Srednia | Wariancja Zmiennoset
- - Minimum . . Coefficient
Examined trait Maximum | Mean | Variance -
of variation
(%)
Termin kloszenia
(I|czpa dni od 1 czerwca) 7 12 9.24 262 17,52
Heading date
(number of days from 1 June)
Wysokos$¢ roslin (cm)
Plant height 67 97 82,9 46,9 8,25
Maczniak prawdziwy
(skala 9-sto!on|owa) 7 9 8.49 0,42 7,62
Powdery mildew
(9-degree scale)
Masa 1000 ziaren (@)
1000 grain weight 40,52 51,94 455 7,09 5,85
1 h1-L
Masa hekiolitra (kg hl™) 72,3 81,4 765 | 4,66 2,82
Hectoliter weight
Plon zi k
on ziarma (kg) 0,38 0,76 057 | 001 18,01
Grain yield
Liczba ziaren v_vk10s16 _ 441 66.5 5.2 209 9,91
Number of grains per spike
Masa ziarna z kdosa () 2,232 3,264 2,7 0,07 9,88
Weight of grains per spike
Zawarto$¢ biatka w ziarnie
(g'kg™) 98 128 112 0,66 7,26
Protein content in grain
ror . ,l
Zawartos¢ glutenu (g-kg ™) 206 300 254 | 551 9,24
Gluten content
ror 3 . ,1
Zawartos¢ skrobi (g-kg™) 571 617 596 1,27 1,89
Starch content
(0
Wodochlonnosc (%) 49,64 59,81 541 | 534 4,27
Water absorption
Inde_:ks twardostfl ziarna 461 68,2 56.6 234 8,56
Grain hardness index
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Analiza wariancji (ANOVA) w obrebie grup, do ktorych zostaty przypisane badane
linie hodowlane pszenicy zwyczajnej na podstawie analizy struktury populacji wykazata
istotne zréznicowanie wartosci srednich niektorych cech fenotypowych (tab. 4). Dla ana-
lizy wykonanej na podstawie markerow silicoDArT skrajne wartosci terminu ktoszenia
i masy hektolitra odnotowano dla pszenic przypisanych do grup G1 oraz G2, natomiast
dla masy ziaren z ktosa — dla grup G2 i G5. Odrebne $rednie wartosci liczby ziaren z klosa
otrzymano pomigdzy grupami G1 i G2 oraz GS. Nalezy jednak podkresli¢, ze do grupy
G5 naleza tylko dwie linie hodowlane, co moze mie¢ wptyw na uzyskany wynik. Z kolei
analiza z zastosowaniem markerow SNP wykazata istotne rdznice $rednich wartosci ter-
minu kloszenia, wysokosci roslin, masy hektolitra oraz liczby ziaren z ktosa pomiedzy
pszenicami przypisanymi do grupy G1 i G2 (tab. 4).

Analiza sktadowych gtéwnych pozwolita na wydzielenie dwoch sktadowych odpo-
wiadajacych odpowiednio za 60,2% i 39,7% objasnianej zmienno$ci pomigdzy grupami
z zastosowaniem markeréw SNP (ryc. 4A). Dla pierwszej sktadowej gtdownej stwierdzono
dodatnig korelacj¢ z wysokoscig roslin (0,937), masg hektolitra (0,954), plonem ziarna
(0,985), liczba (0,998) i masg ziaren z 10 ktosow (0,679) oraz indeksem twardoS$ci ziarna
(0,991). Pozostate cechy wykazywaly ujemne korelacje z PC1. Druga sktadowa gléwna
byta dodatnio skorelowana z wodochtonnoscig ziarna (0,942), ujemnie za$ przede wszyst-
kim z porazeniem maczniakiem prawdziwym —,814), masa tysiaca ziaren (—0,736), masa
ziaren z 10 klosow (-0,735), zawartoscig biatka (-0,747), glutenu (-0,778) i skrobi
(-0,999) w ziarnie (tab. 4). Wszystkie trzy grupy tworzyly odrebne skupienia (ryc. 2A).
Tozsama analiza dla grup wyodrebnionych z zastosowaniem markeréow silicoDArT po-
zwolita na wydzielenie trzech skladowych odpowiadajacych odpowiednio za 47,7%,
27,5% oraz 17,3% objasnianej zmiennosci pomigdzy grupami (ryc. 4B). Pierwsza skta-
dowa gtdéwna (PC 1) byla silnie dodatnio skorelowana z terminem ktoszenia (0,924), stop-
niem porazenia mgczniakiem prawdziwym (0,865), masg tysigca ziaren (0,703), zawarto-
Scig biatka w ziarnie (0,686) oraz zawartoscig glutenu (0,796) — tab. 5. Wysokie warto$ci
ujemnych korelacji z PC 1 wykazywaly takie cechy, jak: wysokos$¢ roslin (-0,884), masa
hektolitra (-0,811), plon ziarna (-0,968) i liczba ziaren w ktosie (-0,620). Dla drugiej
sktadowej gtownej (PC 2) stwierdzono dodatnig korelacj¢ z zawartoscig skrobi w ziarnie
(0,768), natomiast ujemng korelacje¢ z liczbg ziaren w klosie (—0,742), masg tysigca ziaren
(-0,906) oraz wodochtonnoscig ziarna (—0,887). Za warto$ci trzeciej sktadowej gtownej
(PC 3) odpowiadaly ze znakiem dodatnim: zawarto$¢ biatka (0,642) i glutenu w ziarnie
(0,539) oraz indeks twardosci ziarna (0,826). Z przestrzennego rozmieszczenia opisywa-
nych grup w uktadzie dwoch pierwszych skladowych glownych (ryc. 2B) wynika, ze
grupy G1 i G3 tworza jedno skupienie, podobnie jak G2 i G6, natomiast grupy G4 oraz
G5 sg od nich wyraznie odrebne.



Tabela 4. Analiza wariancji (AMOVA) $rednich warto$ci cech uzyskanych w obrebie grup wyodrgbnionych w programie Structure
Table 4. Analysis of variance (AMOVA) for mean values of the traits among groups evaluated in Structure

W Slnieni Markery

yszezegoimenie silicoDAIT SNP
Grupa - -
Croup Gl G2 G3 G4 G5 G6 | F-statistic Gl G2 G3 | F-statistic

Termin kloszenia
Heading date
Wysokos¢ roslin (cm)

8,00° | 10,29° 9,00% 11,20° 8,50% 10,00%® 7,46%** 8,572 10,42° 9,20% 6,42**

. 86,64 79,14 83,17 77,2 85,00 82,25 2,37ns. 85,33° 78,66® | 83,00% 4,26*
Plant height
Maczniak p_rawd21wy 8.47 858 8,22 8,73 8,50 8,58 0,42 n.s. 8,51 8,53 8,33 0,47 n.s.
Powdery mildew
MTZ (g) 45,01 45,98 45,84 46,83 46,60 46,69 11ns. 45,58 46,09 43,80 1,35n.s.

Masa hektolitra (kg-hl ™)

. - 77,88 | 74,50% | 77,00® 75,18% 77,50%® | 75,25% 4,60** 77,23° 75,08% | 76,58% 4,49*
Hectoliter weight

Plon ziama (kg) 059 | 054 | 0,59 0,48 0,60 056 | 1,23ns. | 058 0,52 059 | 232ns.
Grain yield

LZK 5535 | 52,35° | 56,91 | 5306® | 62,75° | 5587% | 542 | 5623° | 52,80° | 5650° | 6,15%*
MZK (q) 2610 | 2,65 | 274% | 22,79 | 308> | 2,79% | 3,94** 2,71 270 | 2,70 | 099ns.

1 . —1
Er‘z?e‘i‘;(g kg™) 1127 | 1104 | 1088 | 1166 1110 | 1103 | 59ns. | 1119 1124 | 1102 | 88ns.
Gluten (g-kg ) 2571 | 2524 | 2407 | 2662 | 2475 | 2522 | 7.2ns. | 2544 | 2557 | 2476 | 21ns.
H . —1

zgfc?]'a (9kg™) 6000 | 5955 | 5961 | 5898 | 5880 | 5915 | 98ns. | 5971 | 5947 | 5922 | 65ns.
WA (%) 5381 | 52,88 | 5449 | 5611 | 5635 | 5336 | 1,89ns. | 5387 | 5442 | 5455 | 075ns.
HI 5762 | 5570 | 5601 | 5680 | 57,05 | 5457 | 03lns. | 5680 | 5607 | 5670 | 092ns.

Objasnienia: MTZ — masa 1000 ziaren, LZK — liczba ziaren w klosie, MZK — masa ziarna z ktosa, WA — wodochtonnos$¢, HI — indeks twardosci ziama; * P < 0.05, ** P < 0.01,
*** P <0.001; n.s.— roznice nieistotne. Wartoéci oznaczone réznymi literami r6znig si¢ statystycznie istotnie

Explanations: MTZ — 1000 grain weight, LZK — number of grains per spike, MZK — weight of grains per spike, WA — water absorption, HI —grain hardness index; *P < 0.05,
** P <0.01, *** P < 0.001; n.s.— not significant differences. Values followed by different letters are statistically different
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Ryc. 4. Przestrzenne rozmieszczenie grup wyodrebnionych z zastosowaniem analizy struktury

populacji w uktadzie dwoch pierwszych sktadowych gtéwnych: A) SNP, B) silicoDArT

Fig. 4. Spatial distribution of groups identified using population structure analysis in the first two
principal components: A) SNP, B) silicoDArT
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Tabela 5. Wspotczynniki korelacji migdzy cechami a kazda ze sktadowych gltownych (PC)
ttumaczacych najwickszy poziom objasnianej zmiennosci pomiedzy grupami
Table 5. Correlation coefficients between evaluated traits and each of the principal components
(PC) explaining the greatest level of variability between groups

Cecha silicoDArT SNP

Trait PC1 PC 2 PC3 PC1 PC 2
Termin ktoszenia

: 09235 | 01505 | -02667 | -09409 | 03385

Heading date
Wysokos¢ roslin (cm) 08835 | -01741 | 02092 | 09373 | -03483
Plant height
Maczniak prawdziwy 08650 | -0,2967 | 01576 | -05811 | —0,8137
Powdery mildew
Masa 1000 ziaren (g) 07026 | -04980 | -02035 | -06765 | -07363
1000 grain weight

i 11
Masa hektolitra (kg-hl™) 08112 | -03759 | 04200 | 09544 | -02983
Hectoliter weight
Plon ziama (kg) 09681 | -00689 | -0,0098 | 09851 | -01716

Grain yield

Liczba ziaren w klosie

. . —-0,6203 —-0,7422 —0,2452 0,9982 0,0598
Number of grains per spike

Masa ziarna z klosa (g)

. . . 0,092 -0, -0,4101 67 0,734

Weight of grains per soike 0,0926 0,9059 0,410 0,6785 0,7345

6 bi koL
Zawartosé bialka (g-kg™) 06860 | -03224 | 06421 | -0,6648 | —07470
Protein content

% koL
Zawartosé glutenu (g kg™) 07963 | -0,0840 | 0538 | -06279 | -0,7782
Gluten content

» —
Zawartos¢ skrobi (g-kg™) 04213 | 07678 04783 | —-0,0278 | —0,9996
Starch content
Wodochionnosc (%) 00962 | -0,8867 | 0,604 | —03365 | 0,9416
Water absorption
Indeks twardosci ziarna 02231 | -04237 | 0,8257 09913 | -0,1309
Grain hardness index

DYSKUSJA

Zmiennos$¢ genetyczna jest jedng z najwazniejszych cech charakteryzujacych kazda
populacje¢, a odpowiednio wysoka réznorodno$¢ genetyczna jest podstawg zachowania jej
zdolnos$ci adaptacyjnych [Sokal i in 1989]. Technologia DArTseq stanowi wydajne narzg-
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dzie diagnostyczne do badania zmiennosci genetycznej i struktury populacji roslin uzyt-
kowych [Tomkowiak i in. 2019, Sansaloni i in. 2020]. Generuje ona jednorazowo od kil-
kuset do kilku tysigcy markerow, z ktorych zwykle ok. 60—70% spelnia wymogi stawiane
przez techniki analityczne pod warunkiem, ze liczba badanych osobnikoéw przekracza 100
[Mourad i in. 2020, Sansaloni i in. 2020]. Ograniczenie wielko$ci badanej populacji roélin
w obecnym do$wiadczeniu do 38 linii mialo wpltyw na obnizenie tych warto$ci do 24,6%
dla SNP i 14,5% dla silicoDART poprzez wzrost liczebno$ci markerow monomorficz-
nych. Wciaz jednak pula markerow, ktora wykorzystano do analiz liczyta kilka tysigcy,
a uzyskane dla nich $rednie wartoéci wspoétczynnika PIC $wiadczyty o wysokiej (silico-
DATT, PIC = 0,375) badz sredniej (SNP, PIC = 0,380) zdolno$ci do wykrywania polimor-
fizmu w$réd osobnikéw badanej populacji [Serrote i in. 2020].

Ocena heterozygotycznosci badanych materialow wykazata duze réznice pomigdzy
obserwowang (Ho = 0,122) a oczekiwang (He = 0,388) czg¢stoscig wystepowania hetero-
zygot. Mogto to wynikaé¢ zaréwno z niewielkiej liczebnosci badanej populacji pszenic, jak
i §cisle ukierunkowanej selekcji na okres$lone cechy [Akhunov iin. 2010, Tyrkaiin. 2021].
Niskie wartosci heterozygotycznos$ci obserwowanej sa charakterystyczne dla gatunkow
samopylnych, do ktérych nalezy pszenica. Podobne wyniki (Ho = 0,110) otrzymat Tyrka
i in. [2021], badajac 277 ozimych odmian pszenicy zarejestrowanych w Niemczech, Pol-
sce 1 Wielkiej Brytanii oraz 232 zaawansowanych linii hodowlanych. Jeszcze nizszy po-
ziom heterozygotycznosci (0,074) uzyskat Hussain i in. [2022], badajac zrdznicowanie
genetyczne 184 odmian pszenicy jarej pochodzacych z Pakistanu. Wartosci He i uHe wy-
nikajace z czestosci wystepowania alleli silicoDArT w badanej populacji pszenicy wyno-
sity odpowiednio 0,270 oraz 0,274, co lokowato je na niskim poziomie w stosunku do
srednich warto$ci uzyskanych dla materiatow pochodzacych z Chorwacji, Belgii i Austra-
lii (0,360-0,411) [Novoselovic i in. 2016, EI-Esawi i in. 2018].

Otrzymane w wyniku analizy skupien grupy w znacznym stopniu pokrywaty si¢ z wy-
nikami otrzymanymi metodg grupowania Bayesowskiego. Przynaleznos¢ poszczegolnych
linii do genetycznie odrgbnych grup miata zwigzek z ich pochodzeniem. Dziesi¢¢ linii,
ktére w swoim pochodzeniu maja odmiane Tybalt (grupa G2) byto wyraznie oddzielonych
od pozostatych bez wzgledu na zastosowany system markerowy. Ponadto po zastosowaniu
markerow silicoDATT z grupy G2 wydzielita si¢ grupa G4, ktorej obiekty w pochodzeniu
posiadaty rowniez komponent ozimy. W grupie G1 znalazly si¢ linie bedace wynikiem krzy-
zowania odmian zagranicznych (jarych i ozimych). Po zastosowaniu markerow silicoDArT
z grupy tej wydzielity si¢ G5 1 G6. Pierwsza skupiata genotypy posiadajace w pochodzeniu
odmiang oscista zagraniczna, a druga odmiang KWS Westfield. Grupa G3 potaczyta ze
soba w osobnym skupieniu genotypy, ktore w pochodzeniu maja odmiane Harenda. Nie-
liczne obserwowane niezgodnosci w klasyfikacji niektorych linii (STH 4, STH_6,
STH_8) do poszczegdlnych genetycznie odrgbnych grupy mogty wynika¢ z réznych pa-
rametrow, ktére biorg pod uwage uzyte metody statystyczne [Pritchard i in. 2000, Man-
kowski i in. 2011] oraz z zastosowania dwoch niezaleznych systeméw markerowych [Bo-
libok i in. 2005, Stojatowski 2007]. Wartosci Q analizy Bayesa w okolicach 0,5 odnoto-
wane dla tych linii wskazywaly na wymian¢ materiatu genetycznego w obrebie badanej
populacji, co znalazto potwierdzenie w ich rodowodzie. Przyktadowo linia STH_6 jest
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krzyzowka zlozona, zawierajaca odmiang Tybalt i Harenda stad jej mozliwa przynalez-
nos$¢ zarowno do G2, jak i G3. Takie niejednoznaczne przypisanie poszczegdlnych obiek-
tow do poszczegdlnych grup na skutek intensywnej wymiany materialu genetycznego
w trakcie realizacji programow hodowlanych jest czesto spotykane w podobnych pracach
[Sansaloni i in. 2020, Hussain i in. 2022, Tang i in. 2023].

Wysokie parametry dystansu genetycznego pomigdzy wyodrebnionymi grupami
mogg by¢ wskazoéwka dla Hodowli co do wyboru materiatdéw do dalszych krzyzowan
[Tomkowiak i in. 2020], podobnie jak dane z oceny réznorodnosci fenotypowej posiada-
nej kolekcji. Wsrod 38 linii jarych pszenicy najwigkszg zmiennos¢ fenotypowsa obserwo-
wano dla plonu ziarna z poletka (CV = 18,0%) oraz terminu kloszenia (CV = 17,5%).
Podobne badania prowadzone przez Studnickiego i in. [2009] dla 149 obiektéw z kolekcji
roboczej pszenicy jarej wykazaty o potowe nizszy wspotczynnik zmiennosci w odniesie-
niu do plonu oraz zawartos$ci skrobi w ziarnie w poroéwnaniu z liniami pochodzacymi
z Hodowli Roslin Strzelce Sp. z 0.0., Grupa IHAR, a takze trzykrotnie nizszy wspotczyn-
nik zmiennoS$ci dla terminu ktoszenia. Dla tej ostatniej cechy przytaczana réznica moze
wynikaé z rozbiezno$ci w przyjetym terminie rozpoczgcia oceny oraz obserwowanym
przez Studnickiego i in. [2009] wyzszym zakresie zmiennosci cechy. W badaniach wia-
snych obserwowano réwniez bardzo typowa odwrotnie proporcjonalng zalezno$¢ wielko-
$ci plonu i masy tysigca ziaren [Beral i in. 2022]. Wedtug Beral i in. [2022] zaleznos$¢ ta
wynika przede wszystkim ze wzrostu udziatu kltoséw wtérnych lub ziaren znajdujacych
si¢ w dystalnych miejscach kazdego ktosa w genotypach charakteryzujacych si¢ wysokim
plonem. Kolejng bardzo istotng cecha w hodowli nowych odmian pszenicy jest sktad che-
miczny ziarna. Biatko stanowi podstawowe kryterium oceny warto$ci wypiekowej ziarna
pszenicy, a jego zawarto$¢ ksztattuje sie na poziomie 70-170 g-kg™ i jest zalezna od czyn-
nikéw pogodowych i agrotechnicznych [Geyer i in. 2022]. Taka negatywna zaleznos¢ sta-
nowi jedng z gtéwnych przeszkod w produkcji pszenicy wypiekowej i jest dobrze udoku-
mentowana w literaturze [Oury i Godin 2007, Geyer i in. 2022].

Podobienstwo roslin pod wzgledem fenotypowym zwykle tylko w niewielkim stopniu
jest skorelowane z podobienstwem genotypowym [Vinu i in. 2013]. Jest to spowodowane
przede wszystkim obecnoscia roznych genow, ktore moga mie¢ wptyw na podobng eks-
presj¢ fenotypowa, a takze lokalizacja markerow DNA glownie w regionach niekodujg-
cych genomu. Zastosowanie w badaniach technologii DArTseq pozwala na wygenerowa-
nie markeréw, ktore w ok. 30% (silicoDATT) i ponad 70% (SNP) lokalizujg si¢ w rejonach
kodujacych genomu [Széke-Pazsi i in. 2024]. Taka lokalizacja, szczegdlnie markerow
SNP, mogta spowodowa¢ uwidocznienie korelacji wynikow uzyskanych dla niektorych
cech fenotypowych z wynikami genotypowania.

WNIOSKI
1. Podzial genotypow uzyskany z wykorzystaniem markerow silicoDarT bardziej

szczegotowo charakteryzowat badany materiat niz ten uzyskany z wykorzystaniem mar-
kerow SNP, pozwalajac wychwyci¢ subtelne réznice zwigzane z jego pochodzeniem.



Zmienno$¢ genetyczna i fenotypowa linii jarej pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.)... 67

2. Wyniki analizy Bayesa wraz z oceng dystansu genetycznego pomiedzy uzyskanymi
genetycznie odrebnymi grupami pszenic moga stanowi¢ cenng wskazowke podczas wyboru
materiatow do dalszych krzyzowan.

3. Badane linie hodowlane jarej pszenicy zwyczajnej odznaczaly si¢ duza zmienno$cia
fenotypowa obiektow dla rozpatrywanych cech uzytkowych szczegélnie pod wzgledem
uzyskanego plonu ziarna oraz terminu kloszenia.

4. Zastosowanie do badan technologii DArTseq generujacej markery zlokalizowane
w rejonach kodujacych genomu pozwolito na uzyskanie korelacji wynikow fenotypowa-
nia zwigzanych z plonowaniem oraz wczesnos$cia pszenicy z wynikami grupowania ma-
teriatu uzyskanymi za pomoca metody Bayesa.
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Abstract. Genetic diversity and phenotypic variability of 38 spring wheat lines from Plant Breeding
Strzelce Sp. z 0.0., IHAR Group was evaluated in this paper. The highest genetic distance based on
the polymorphism of SNP markers was observed between the STH_12 and STH_37 breeding lines
(0.579) and for silicoDArT markers between the STH_1 and STH_33 breeding lines (0.728). Struc-
ture analysis using Bayesian clustering method showed the presence of three genetically separate
groups (K = 3) based on the segregation of SNP alleles and six separate groups (K = 6) based on the
segregation of silicoDArT alleles. The highest variability coefficient among the analyzed useful
traits was demonstrated by grain yield per plot (18.0%) and heading date (17.5%). Analysis of var-
iance (AMOVA) showed significant differences in the mean values of heading date, hectoliter
weight and number of grains per spike between the groups to which the studied breeding lines were
assigned based on the population structure analysis using both marker types.
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