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Zroznicowanie genetyczne linii wsobnych
kukurydzy a plonowanie odmian mieszancowych

Genetic distance among inbred lines of maize and its association with hybrid
performance

Celem pracy byta ocena zrdznicowania genetycznego 10 linii wsobnych o ziarnie zgboksztattnym
(dent) i 7 linii o ziarnie szklistym (flint) kukurydzy w relacji do plonowania 70 mieszancow
eksperymentalnych powstatych w wyniku czynnikowego uktadu krzyzowania ,,dent x flint”. Do oceny
zrdznicowania genetycznego 17 linii wsobnych kukurydzy uzyto markeréw RAPD generowanych w
oparciu o technike PCR. Do powielania znacznikow (markeréw) wykorzystano 12 semi-specyficznych
18.-nukleotydowych starterow. Wyliczenie wartosci wspotczynnika dystansu genetycznego Nei’a
pomiedzy poszczeg6lnymi badanymi liniami zostato przeprowadzone w oparciu o 404 polimorficzne
fragmenty DNA. Wartosci wspotczynnikow dystansu genetycznego wyliczono wg metody Nei & Li
(1979). Wigkszo$¢ wykorzystanych starterdw generowala obrazy z wysokim udziatem fragmentow
polimorficznych. Warto$ci wspotczynnikow dystansu genetycznego uzyskane dla par linii byly
stosunkowo wysokie i zawieraly si¢ w przedziale od 0,29 do 0,72. Analiza skupien przeprowadzona
metoda $rednich polaczen (UPGMA) wartosci wspotczynnikoéw dystansu genetycznego data podstawe
do wyodrgbnienia trzech rézniacych si¢ migdzy soba grup linii kukurydzy; dwoch w obrebie linii o
ziarnie zeboksztaltnym oraz jednej wspolnej dla linii szklistych. Srednia wartos¢ wspétezynnika
dystansu genetycznego w obrebie linii z¢boksztattnych wyniosta 0,56, natomiast w obrgbie linii
szklistych 0,46. Regresja plonow 70 mieszancéw (dent x flint) wzgledem dystansu genetycznego linii
rodzicielskich tworzacych ich formuly, wskazuje na bardzo slaby zwiagzek obu cech. Reasumujac,
przedstawiona metoda jest bardziej przydatna do poprawnego zaszeregowania linii do wlasciwe;j grupy
heterotycznej niz do prognozowania wysoko$ci plonu ziarna mieszanca na podstawie dystansu
genetycznego pomigdzy liniami rodzicielskimi.

Stowa kluczowe: markery molekularne, plon mieszancow, Zea mays L.

The main objective of the present study was to evaluate the genetic diversity of 17 (10 dent and 7
flint) inbred lines of maize in relation to yield performance of 70 hybrids produced according to North
Carolina II design “dent x flint”. To assess genetic divergence among 17 inbred lines, random amplified
polymorphic DNA (RAPD) molecular markers were used. Twelve different, primers consisting of 18
nucleotides were used to produce a total of 404 reproducible amplification DNA fragments, the majority
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of which were polymorphic. The values of genetic distance were calculated according to Nei & Li
method (1979). The genetic distance among pairs of inbred lines ranged from 0.29 to 0.72. A
dendrogram was constructed by an unweighted pair-group method using arithmetic averages
(UPGMA). Cluster analysis divided the inbred lines into three groups: one including the flint lines only,
and two groups composed of the dent type lines. The average value of genetic distance for pair
comparison between the dent lines was higher (GD = 0.56) than that for the flint lines (GD = 0.46).
Regression of hybrids grain yield on a genetic distance of their parental inbred lines showed very low
correlation. The method used in this research is useful to allocate lines into a heterotic group rather than
predict hybrid yield performance.

Key words: hybrid performance, molecular markers, Zea mays L.

WSTEP

Molekularne metody w stuzbie konwencjonalnej hodowli rekombinacyjnej odgrywaja
coraz wigkszg rolg (Niebur, 2004; Wolko, 1997). W przypadku plonu, podstawowej cechy
poligenicznej branej pod uwage przez hodowce w procesie tworzenia nowych odmian,
techniki molekularne majace wspomoc proces selekcji (MAS — marker-assisted selection)
poszty w dwoch kierunkach: bezposrednie tworzenie markerow sprzezonych z QTL
(quantitative trait loci) (Frascaroli i in., 2007) oraz markeréw oceniajacych dystans
genetyczny pomig¢dzy liniami, ktore tworzg formuly mieszancow.

Zwiagzek miedzy dystansem genetycznym uzytych do krzyzoéwki komponentow
rodzicielskich a przejawiang heterozjg zostat wykazany jeszcze przed nadejsciem metod
molekularnych. Teoria genetyki ilosciowej zakltada, Zze heterozja jest funkcja kwadratu
roéznicy czestosci gendw migdzy komponentami krzyzéwki, a takze efektu dominacji
wykazywanego przez allele kontrolujagce rozpatrywang ceche (Cress, 1966; Falkoner,
1974). Im jest wigkszy dystans genetyczny pomi¢dzy rodzicami uzytymi do krzyzowki,
tym teoretycznie jest wigkszy efekt heterozji mieszanca w stosunku do rodzicow, a tym
samym wigkszy plon. Badanie tej zaleznosci w kukurydzy bylto najczesciej wykonywane
przy pomocy: (1) markeréw RFLP (restriction fragment length polymorphism), (Godshalk
iin., 1990; Lee i in., 1990; Bernardo, 1994; Dudley, 1994); (2) markerow AFLP (amplified
fragment length polymorphisms), (Ajmone Marsan i in., 1998; Vuylsteke i in., 2000); (3)
markeré6w RAPD (random amplified polymorphic DNA), (Lanza, 1997; Bruel, 2006); oraz
dominujacych obecnie (4) markeréw SSR (simple sequence repeat), (Reif, 2003; Balestre,
2008, Mohammadi, 2008).

Prezentowany w przytoczonych pracach tzw. ,,distance” model nie daje satysfakcjo-
nujacych wynikdw w przewidywaniu plonéw mieszancow na podstawie dystansu gene-
tycznego linii rodzicielskich. Zwigzek ten byt wyraznie silniejszy wsrdd linii skrzyzo-
wanych w obrgbie tej samej grupy pochodzeniowej (intra-heterotic crosses) anizeli linii
skrzyzowanych pomigdzy grupami (inter-heterotic crosses) (Melchinger, 1999). Nalezy
nadmieni¢, ze tylko mieszance powstate ze skrzyzowania linii nalezacych do odrebnych
grup heterotycznych (np. Stiff Stalk x Lancaster, czy Dent x Flint) tworza formutly
zarejestrowanych odmian mieszancowych kukurydzy. Dlatego najwazniejszym zastoso-
waniem wymienionych wyzej markeréw molekularnych z punktu widzenia hodowcy,
wydaje sie by¢ oszacowanie zmiennosci badanego materialu oraz jego pogrupowanie
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w odrebne grupy heterotyczne (Dudley i in., 1991; Melchinger i in., 1991; Liibberstedt i
in., 2000).

Technika RAPD polega na powielaniu polimorficznych fragmentoéw DNA dzigki
zastosowaniu krotkich starteréw (najczesciej 10. nukleotydowych) hybrydyzujacych do
DNA genomowego w sposob losowy. Stosowane sa réwniez modyfikacje wyjsciowej
techniki RAPD w postaci dtuzszych starterow 15. lub 18. nukleotydowych oraz starteréw
czegsciowo komplementarnych do sekwencji styku intron-egzon (Rafalski i in., 1998).

Celem prezentowanej pracy jest analiza genetycznego zrdéznicowania linii wsobnych
kukurydzy pochodzacych z programu hodowlanego HR Smolice za pomocg markerow
RAPD. Na wartos$ci dystansu genetycznego linii natozono wartosci plonu ziarna i heterozji
uzyskane przez mieszance, powstale ze skrzyzowania linii poddanych analizie
molekularnej, co pozwala oceni¢ zwigzek dystansu mig¢dzy liniami rodzicielskimi a
plonami mieszancow.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy do analizy molekularnej stanowito 10 linii wsobnych kukurydzy o
ziarnie zgboksztaltnym i 7 linii o ziarnie szklistym, pochodzacych z ostatnich 40 lat
Smolickiego programu hodowli mieszancowe;j (tab. 1).

Tabela 1
Charakterystyka linii wsobnych kukurydzy
Characteristics of inbred lines of maize
L.p. | Linia wsobna | Typ ziarna Grupa pochodzeniowa Rok wyhodowania linii '
No. Inbred line Grain type Heterotic group Year of development
1. 8§72 Dent nieznana — unkown(miesz. — mix FUNK 72-75) 1965
2. 8245 Dent  Idt?, SSS? 1988
3. S41796 Dent  Idt 1996
4. S68911 Dent  Idt, SSS 2001
5. S63322-3 Dent SSS, (1dt) 2001
6. S63322-1 Dent SSS, (Idt) 2002
7. S67816 Dent SSS, (Idt) 2001
8. 863775 Dent  Idt, SSS, 354 2003
9. S63963 Dent 354, SSS, (Idt) 2003
10.  S72846A-2 Dent SSS, (Idt) 2004
11. F, Flint F, (populacja Lacaune) 1955
12. S14 Flint nieznana — unkown (popul. — population Wielkopolanka) 1964
13. S41324A-2 Flint  F2,EP1 1995
14. S61328 Flint  F2,EP1 2001
15. S66191 Flint  F2,EP1 2002
16. S64673 Flint  F2,EP1 2003
17.  S56601-2 Flint  F2, CM7, EP1, Lancaster 2003

! Za rok wyhodowania linii przyjeto ten, w ktérym weszta ona pierwszy raz do formuty odmiany mieszaficowej badanej
w doswiadczeniach wstepnych, zwykle po 8-10 pokoleniach chowu wsobnego

21dt = lowa Dent

3 SSS = Stiff Stalk Synthetic

Dla kazdej wytypowanej do badan linii wysiano w warunkach szklarniowych po 20
ro$lin, z czego do analizy pobrano material z 10 roslin. Izolacj¢ DNA przeprowadzono ze
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swiezych lisci przy zastosowaniu zestawu ,,Dneasy Plant Mini Kit” firmy QIAGEN, a
nastgpnie okreslono ste¢zenie DNA metodg spektrofotometryczng przy zastosowaniu
spektrofotometru ND-1000 Spectrophotometer. Do powielania zastosowano nastgpujace
semi-specyficzne startery ukierunkowane na sekwencje styku intron-ekson: ET 1/18, ET
2/18,ET 3/18, ET 4/18, ET 5/18, ET 6/18, ET 7/18, ET 8/18, ET 9/18, ET 10/18, ET 11/18,
ET 12/18 (tab. 2).

Tabela 2
Sekwencje 18. nukleotydowych starteréw uzytych do reakcji semi-PCR. Fragment pogrubiony jest
komplementarny do styku intron-egzon
Base sequences of the primers used in semi-PCR reaction. The bases that match intron-egzon sequence
are shown in bold

Starter — Primer | Sekwencja nukleotydow — Base sequence
ET 1/18 ACTTACCTGAGGCGCGAC
ET 2/18 ACTTACCTGCTGGCCGGA
ET 3/18 ACTTACCTGGCCAGTCGC
ET 4/18 ACTTACCTGCCTGCCGAG
ET 5/18 ACTTACCTGGCACGCCTC
ET 6/18 ACTTACCTGCCTACGCGG
ET 7/18 ACTTACCTGAGGCTGCCG
ET 8/18 ACTTACCTGTGCCACGCC
ET 9/18 ACTTACCTGGCCGAGAGG
ET 10/18 ACTTACCTGGTCCGTGGG
ET 11/18 ACTTACCTGCCGCATCCG
ET 12/18 ACTTACCTGGGGCCGATC

Powiclanie fragmentéw DNA przeprowadzono w termocyklerze GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems) w uktadzie zawierajgcym w objetosci 20ul: 10 ng DNA
roslinnego, 1x bufor (MBI Fermentas, Wilno), 2,5 mM MgCL2, 200uM dATP, dGTP,
dCTP, dTTP, 1-1.2 uM startera i 1 jednostke termostabilnej polimerazy (MBI Fermentas).
Powiclanie DNA byto prowadzone dwustopniowo, w pierwszych siedmiu cyklach
temperatura przytaczania startera byta o 2°C wyzsza od wyliczonej na podstawie sekwencji
i dlugosci startera, a w nastepnych 33 cyklach temperature t¢ podwyzszono o dalsze 4°C.
We wszystkich cyklach powielania denaturacje¢ przeprowadzano przez 40 sek. w
temperaturze 94°C, przylaczanie startera trwato 1 min., a wydtuzanie fancuchoéw DNA 2
min. w 72°C. Produkty powielania rozdzielano elektroforetycznie w 2% zelu agarozowym
w buforze TBE i wizualizowano przy uzyciu bromku etydyny. Wyniki badan
molekularnych poddano analizie za pomocg programu komputerowego BioGene Windows
Application V 11.9. Przedstawiono je w porzadku klasyfikujacym dane na poziomie
cigzaru czasteczkowego, przy zastosowaniu tolerancji na poziomie 3%. Wyniki uzyskane
przy zastosowaniu 12 wybranych starterow stanowily podstawe do wyliczenia wartos$ci
wskazan odleglosci genetycznej Nei’a pomigdzy badanymi liniami kukurydzy (Nei i Li,
1979). Do wyliczenia tych warto$ci wykorzystano arkusz N50 1500 w programie Excel.
Analize skupien metodg srednich potaczen (UPGMA) na podstawie wartosci odleglosci
genetycznej przeprowadzono w programie SAS 9.1.

W doswiadczeniach polowych na ziarno badano 70 mieszancéw eksperymentalnych
powstatych w wyniku czynnikowego uktadu krzyzowan Dent x Flint oraz 17 linii
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rodzicielskich. Doswiadczenia zatozono w dwoch sezonach wegetacyjnych 2005 1 2006 w

miejscowosciach:

— (1) Dton, woj. wielkopolskie, powiat rawicki, gmina Miejska Gorka,

— (2) Kobierzyce, woj. dolnoslaskie, powiat wroctawski, gmina Kobierzyce,

— (3) Lagiewniki, woj. wielkopolskie, powiat krotoszynski, gmina Kobylin.
Dos$wiadczenia polowe zatozono metodg blokow kompletnych w trzech powtérzeniach

na poletkach dwurzadkowych o powierzchni 5,0 m?. Uzyskano stata dla wszystkich

obiektow obsade w Dtoni i Lagiewnikach wynoszaca 8,0 ro$lin/m?, a w Kobierzycach 7,2

ro$liny/m?. Obserwacje i pomiary wykonane w okresie wegetacji dla do$wiadczeh z

mieszancami i liniami rodzicielskimi, wchodzity w sktad standardowych obserwacji dla

doswiadczen ziarnowych kukurydzy. Spéjny uktad miejscowosci i lat umozliwit analize

statystyczng plonu ziarna przy 15% zawartosci wody, korzystajac z metodyki i programu

statystycznego SERGEN 3 opracowanego w Instytucie Genetyki Ro$lin PAN w Poznaniu.

WYNIKI

Ocena dystansu genetycznego wytypowanych linii oparta byta o 404 fragmenty DNA.
Wigkszos¢ wykorzystanych starterow generowala obrazy z wysokim udzialem pasm
polimorficznych, co umozliwito precyzyjne okreslenie dystansu genetycznego badanych
linii.

Tabela 3
Wartosci odleglo$ci genetycznej Nei’a dla 17 linii kukurydzy wyliczone na podstawie analizy 404
fragmentéw DNA
Values of genetic distances for 17 inbred lines of maize obtained from the analysis of 404 amplification
products

Liniawsobna 512 o3 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17

Inbred line
(01)S72 0
(02) S245 0,39 0

(03) S41796 0,53 046 0

(04)S68911 0,53 0,52 0,40 0

(05) S63322-3 0,60 0,55 0,56 0,44 0

(06) S63322-1 0,66 0,60 0,61 0,54 0,38 0

(07) S67816 0,63 0,60 0,60 0,50 0,51 0,47 0

(08) S63775 0,70 0,65 0,69 0,64 0,59 0,56 0,39 0

(09) S63963 0,65 0,64 0,61 0,64 0,60 0,52 047 037 0

(10) S72846A-2 0,72 0,66 0,64 0,60 0,53 0,59 0,53 0,52 0,50 0

(11)F2 0,61 0,61 0,62 0,63 0,62 0,61 0,65 0,62 0,58 0,49 0

(12) S14 0,63 0,62 0,61 0,64 0,64 0,62 0,63 0,59 0,52 0,52 0,40 0

(13) S41324A-2 0,67 0,69 0,64 0,66 0,65 0,60 0,62 0,59 0,57 0,51 047 037 0

(14) S61328 0,72 0,71 0,65 0,66 0,65 0,63 0,66 0,67 0,65 0,57 049 047 029 0

(15) S66191 0,62 0,64 0,60 0,56 0,59 0,57 0,65 0,66 0,64 0,56 0,52 0,47 0,40 0,29 0

(16) S64673 0,71 0,71 0,66 0,67 0,63 0,64 0,64 0,67 0,64 0,59 0,61 0,52 0,50 0,44 0,42 0
(17) S56601-2 0,62 0,65 0,67 0,64 0,61 0,62 0,64 0,69 0,63 0,58 0,60 0,50 0,54 0,52 0,47 045 0

Wartosci wspotczynnikow dystansu genetycznego uzyskane dla par linii sg generalnie
bardzo wysokie i §wiadczg o wysokim genetycznym zréznicowaniu badanych materialow.
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Wartos$ci tego wspotczynnika dla par badanych linii kukurydzy zawieraty si¢ w przedziale
od 0,29 do 0,72 (tab. 3). Dla wszystkich mozliwych 136 par poréwnywanych linii, $redni
dystans genetyczny wyniost 0,58. Sredni dystans w obrebie linii szklistych wynidst 0,46;
linii zgboksztattnych 0,56 a najwyzszy byt dla 70 par Dent x Flint — 0,63 (tab. 4).

Tabela 4
Zestawienie grup ocenianych par linii, ich liczebnos$¢ a takze warto$¢ Srednia, minimalna, maksymalna
oraz odchylenie standardowe warto$ci dystansu genetycznego
Compilation of groups of evaluated pairs of lines, their quantity, mean value, minimum, maximum and
standard deviation of their genetic distance

Grupa par linii Liczba ocenianych par Srednia Min. Maks. oS
Group of inbred pairs No. of evaluated pairs Mean Min. Max. SD
Flint x Flint 21 0,46 0,29 0,61 0,08
Dent x Dent 45 0,56 0,37 0,72 0,09
Dent x Flint 70 0,63 0,49 0,72 0,05
Grlx Grl 6 0,47 0,39 0,53 0,06
Gr.II x Gr.I 15 0,50 0,37 0,60 0,07
GrIII x Gr.II1 patrz — see "Flint x Flint"
Gr.Ix Gr.II 24 0,61 0,44 0,72 0,06
Gr.I x Gr.III 28 0,65 0,56 0,72 0,04
Gr.II x Gr.III 42 0,61 0,49 0,69 0,05

Najwyzsze wartosci tego wspotczynnika uzyskano dla par linii S72846A-2 i S72 (Dent i
Dent) oraz S61328 i S72 (Flint i Dent). Linie te nalezy uzna¢ za najbardziej rozniagce si¢
od siebie. Na dos¢ wysokim poziomie ksztattowat si¢ rowniez wspotczynnik dystansu
genetycznego pomigdzy liniami S64673 i S72 (Flint i Dent), S64673 i S245 (Flint i Dent),
S61328 1 S245 (Flint i Dent) oraz S63775 i S245 (Dent i Dent). Natomiast najnizsza
warto$¢ wspolczynnika dystansu wynoszaca 0,29 obserwowano pomigdzy liniami
szklistymi S61328 i S41324A-2 oraz S66191 i S61328. Swiadczy to o najwyzszym
genetycznym podobienstwie pomiedzy wymienionymi liniami w obrgbie badanego
materiatu.

Diagram uzyskany w analizie skupien (rys. 1) przedstawia arbitralnie wyodrebnione
trzy roznigce si¢ migdzy sobg zgrupowania linii kukurydzy §wiadczace o ich najwyzszym
wzajemnym podobienstwie w obrebie grup i mniejszym w stosunku do pozostatych linii.
W sklad grupy I weszly 4 linie zgboksztattne: S72, S245, S41796 i1 S68911, generalnie
reprezentujgce plazme¢ lowa Dent (Idt). W sktad grupy II weszto 6 linii zgboksztaltnych:
S63322-3, S63322-1, S67816, S63775, S63963 oraz S72846A-2, reprezentujacych linie z
duzym udzialem plazmy Stiff Stalk Synthetic (SSS). III grupa, umiejscowiona w dolnej
czesci diagramu, zawiera wszystkie linie szkliste, ktore stanowig wyodrebniona grupe
najbardziej roznigcych si¢ genetycznie linii od pozostatych dziesieciu linii zebo-
ksztattnych. W obrebie poszczegolnych grup wyrdézni¢ mozna szereg dwuliniowych
zgrupowan, a wiec par linii najbardziej do siebie genetycznie podobnych.
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Rys. 1. Dendrogram dla linii kukurydzy wyznaczony za pomoca metody UPGMA z wykorzystaniem
odleglosci genetycznej Nei’a
Fig. 1. A dendrogram for the maize lines as determined based on the UPGMA method using Nei’s
genetic distance

Wartosci $rednie dla plonu ziarna uzyskane przez mieszance na podstawie wynikéw z
6 srodowisk przedstawia tabela 5. Zawiera ona réwniez wykazywana przez mieszance
heterozje wzgledem $redniej rodzicow. Sredni plon catego doswiadczenia byt wysoki i
wyniost 11,58 t/ha dla mieszancow i 5,07 t/ha dla linii wsobnych. Wptynety na to wysokie
plony w sezonie 2005, gdzie w Dloni i Lagiewnikach osiggni¢to Srednie plony
odpowiednio 12,86 t/hai 12,81 t/ha (dla linii odpowiednio 6,37 t/hai 6,27 t/ha). Kobierzyce
ze $rednig 10,98 t/ha uzyskaty najstabszy plon w wyniku lipcowego gradobicia (dla linii
odpowiednio 4,65 t/ha). Sezon 2006 zmienit t¢ kolejnos¢, gdyz lipcowa susza obnizyla
plony najbardziej w Dloni (10,55 t/ha dla mieszancoéw i 3,56 t/ha dla linii), nastgpnie w
Lagiewnikach (11,09 t/ha dla mieszancow i 4,51 t/ha dla linii), a najmniej w Kobierzycach,
gdzie $redni plon byl najwyzszy i wynidst 11,20 t/ha dla mieszancow i 5,06 t/ha dla linii.
Wyliczone efekty heterozji przybraly wartosci od 81,5% do 381,1%. Skrajnie wysokie
warto$ci, powyzej 230%, uzyskaly mieszance z linia S72846A-2, ktorej problemy z
zawigzaniem ziarna skutkowaly najnizszym plonem ziarna w doswiadczeniu z liniami
wsobnymi (1,11 t/ha).
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Tabela 5
Srednie plony ziarna mieszancow (t/ha), heterozja w stosunku do $redniej rodzicow (%) oraz wartosci
dystansu genetycznego (GD) pomiedzy liniami rodzicielskimi
Grain yield of hybrids (t/ha), mid-parent heterosis (%) and values of genetic distance (GD) between
parental inbred lines

Nr Mieszaniec Sr. (t/ha) | Het. (%)| GD | Nr Mieszaniec Sr. (t/ha) |Het. (%)| GD
No. Hybrid Mean t/ha | Het. (%) | GD |No. Hybrid Mean t/ha |Het. (%)| GD
1 S72*F2 8,04 95,7 0,61 [36 S63322-1*F2 10,61 109,4 0,61

S72 * S14 9,19 88,9 0,63 |37 S63322-1*S14 10,58 91,8 0,62
3 S72* S41324A-2 10,58 95,5 0,67 (38 S63322-1 * S41324A-2 12,60 107,8 0,60
4 S72%*8S61328 10,21 73,8 0,72 {39 S63322-1 * S61328 13,40 1053 0,63
5 S72* 866191 10,97 130,0 0,62 (40 S63322-1 * S66191 12,96 139,0 0,57
6 S72* 564673 9,61 94,4 0,71 |41 S63322-1 * S64673 12,06 1155 0,64
7 S72* S56601-2 10,23 81,5 0,62 |42 S63322-1 * S56601-2 11,43 81,8 0,62
8 S245*F2 10,44 133,8 0,61 (43 S67816 * F2 11,07 142,0 0,65
9 8245 *S14 10,83 1204 0,62 (44 S67816 * S14 11,04 119,8 0,63
10 S245 * S41324A-2 12,21 123,6 0,69 (45 S67816 * S41324A-2 11,65 109,2 0,62
11 S245 * S61328 13,05 120,3 0,71 (46 S67816 * S61328 12,79 112,0 0,66
12 8245 * S66191 12,51 159,6 0,64 47 S67816 * S66191 12,08 145,1 0,65
13 S245 * S64673 12,04 141,2 0,71 (48 S67816 * S64673 12,17 138,5 0,64
14 S245 * S56601-2 12,28 116,0 0,65 49 S67816 * S56601-2 11,85 104,5 0,64
15 S41796 * F2 10,33 1334 0,62 |50 S63775* F2 10,11 104,0 0,62
16 S41796 * S14 10,96 1249 0,61 |51 S63775* S14 10,03 85,6 0,59
17 S41796 * S41324A-2 12,34 127,7 0,64 |52 S63775 * S41324A-2 11,76 97,6 0,59
18 S41796 * S61328 12,42 11,1 0,65 |53 S63775* S61328 12,46 94,2 0,67
19 S41796 * S66191 12,28 156,9 0,60 |54 S63775* S66191 12,83 141,6 0,66
20 S41796 * S64673 11,45 1312 0,66 |55 S63775* S64673 11,66 112,6 0,67
21 S41796 * S56601-2 12,34 118,6 0,67 |56 S63775* S56601-2 11,46 85,5 0,69
22 S68911 * F2 10,54 1293 0,63 |57 S63963 * F2 10,54 177,8 0,58
23 S68911 * S14 11,40 126,0 0,64 |58 S63963 * S14 10,40 145,1 0,52
24 S68911 * S41324A-2 12,22 118,6 0,66 |59 S63963 * S41324A-2 11,78 146,0 0,57
25 S68911 * S61328 12,90 113,1 0,66 |60 S63963 * S61328 12,06 129,6 0,65
26 S68911 * S66191 12,84 1594 0,56 |61 S63963 * S66191 12,37 198,2 0,64
27 S68911 * S64673 11,91 132,5 0,67 |62 S63963 * S64673 12,22 182,8 0,64
28 S68911 * S56601-2 11,26 93,6 0,64 |63 S56601-2 * S63963 11,86 136,5 0,63
29 S63322-3 * F2 10,84 1352 0,62 |64 S72846A-2 * F2 9,71 3332 0,49
30 S63322-3 *S14 10,43 106,3 0,64 |65 S72846A-2 * S14 10,72 298,5 0,52
31 S63322-3 * S41324A-2 12,87 129,7 0,65 |66 S72846A-2 * S41324A-2 12,01 271,1 0,51
32 S63322-3 * S61328 13,60 1242 0,65 |67 S72846A-2 * S61328 12,97 250,6 0,57
33 S63322-3 * S66191 13,28 167,6 0,59 |68 S72846A-2 * S66191 12,62 386,1 0,56
34 S63322-3 * S64673 11,88 131,3 0,63 (69 S72846A-2 * S64673 11,41 312,1 0,59
35 S63322-3 * S56601-2 11,27 93,4 0,61 [70 S56601-2 * S72846A-2 11,45 230,8 0,58
Srednia — Mean 11,57 139,7 0,63
NIRO 05— LSDo_os 0,96

DYSKUSJA

Wigkszos¢ prac probujacych empirycznie sprawdzi¢ stuszno$¢ modelu opartego o
dystans genetyczny linii wsobnych w przewidywaniu plonu mieszancéw, dysponowato
danymi z krzyzowania w cz¢$ciowych uktadach diallelicznych (Bruel i in., 2006). Do
dyspozycji sg woOwczas plony ziarna zard0wno mieszancOw z przeciwstawnych grup
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heterotycznych (inter-heterotic crosses), ale takze mieszancéw powstatych w obrebie
poszczegdlnych grup pochodzeniowych (intra-heterotic crosses). Ma to duzy wplyw na
zwigzek plonu mieszancow (oraz wykazywanej heterozji) i dystansu genetycznego linii
rodzicielskich. Zwiagzek ten jest silniejszy wsrdéd mieszancow powstatych ze skrzyzowania
linii w obrebie tej samej grupy pochodzeniowej, a nastepnie maleje w kierunku
mieszancow powstatych z linii niespokrewnionych (Melchinger, 1999). Hipoteza, ze
zwigzek dystansu genetycznego i uzyskiwanych plonéw nie ma postaci liniowej, zostala
postawiona juz w latach 60. ubiegtego wieku (Moll i in., 1965). Autorzy sugeruja, ze dla
uzyskania maksymalnej heterozji potrzebny jest optymalny dystans pomig¢dzy
komponentami krzyzowki — zwigkszanie dystansu powyzej optimum wcale nie powoduje
wzrostu heterozji. Wregez przeciwnie, prowadzi do jej zmniejszania, co przez niektorych
biologow jest okreslane jako ,,outbreeding depression” (Lynch, 1990).

W omawianej pracy dysponowano plonami mieszancdéw powstatych ze skrzyzowania
linii z grup przeciwstawnych, tzn. Dent % Flint. Brak mieszancoéw typu Dent x Dent oraz
Flint x Flint niewatpliwie wplynat na osiagnigte wartosci korelacji dystansu linii
rodzicielskich i uzyskanych plonéw mieszancow. Ocena tej wspotzaleznosci dla 70
mieszancow jest dodatnia (rys. 2), jednak o bardzo niskim wspotczynniku korelacji
wynoszacym zaledwie 0,15. Wyzszy, statystycznie istotny wspotczynnik korelacji
wynoszacy 0,32 zaobserwowano dla 42 mieszancoéw powstatych ze skrzyzowania 6 linii
zeboksztattnych (grupa Il na diagramie odlegtosci) z liniami szklistymi (rys. 3).

14,00

18,00 y=3,4411x +9,4289 P " 1
R2=0,0218 . .
r=0,1475 . . .
| | |

12,00 =
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3
o

10,00 ]
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8,00 T T T T T
0,45 0,50 0,55 0,60 0,65 0,70 0,75

Dystans genetyczny
Genetic distance

Rys. 2. Regresja plonu ziarna 70 mieszancéw (Dent x Flint) wzgledem dystansu genetycznego
odpowiadajacych im linii rodzicielskich
Fig. 2. Yield of grain of 70 hybrids regressed on genetic distance of their parental inbred lines
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Rys. 3. Regresja plonu ziarna 42 mieszancow (6 linii Dent grupy II x Flint)wzgledem dystansu
genetycznego odpowiadajacych im linii rodzicielskich
Fig. 3. Yield of grain of 42 hybrids (6 Dent lines of group II x Flint lines) regressed on genetic distance
of their parental inbred lines

Nie uzyskano natomiast dodatniej korelacji dystansu genetycznego i heterozji
wykazywanej przez mieszance w stosunku do Sredniej rodzicow (rys. 4). Niewatpliwy
wplyw na warto$¢ wspotczynnika korelacji miaty mieszance z linig S72846A-2, ktorych
nienaturalnie wysokie efekty heterozji natozyly si¢ na niskie wartosci dystansu gene-
tycznego. Pomijajac nawet wartosci dla mieszancow z tg linig, wyliczony wspotczynnik
korelacji pozostawal ujemny. Zwigzku dystansu genetycznego z heterozja nie wykazat
rowniez Lanza (1997). Lee (2007) z pomoca markeréw SSR, uzyskat statystycznie istotny
zwiazek pomigdzy wyliczonym podobienstwem genetycznym a heterozja, niemniej w
przeciwienstwie do omawianej pracy, material roslinny stanowily 3 grupy mieszancoéw
wewnatrz-grupowych, powstalych ze skrzyzowania linii siostrzanych.

W pracy Adamczyka (2001) zastosowano zblizona metodyke¢ RAPD, niemniej
uzyskane warto$ci dystansu pomiedzy 14 liniami ze¢boksztattnymi byty nizsze i wynosity
od 0,30 do 0,55 przy sredniej 0,44. Wickszy zakres zmiennosci w omawianej pracy byt
niewatpliwie zwigzany z materialem ro§linnym badanym w do$wiadczeniu, obejmujacym
podgatunki kukurydzy zarowno ze¢boksztattnej jak i szklistej, a takze réznic w wieku linii
(wyhodowanych w latach 60. oraz wspoétczesnie).

Srednie wartoéci dystansu genetycznego byly mniejsze w obrebie grup pochodze-
niowych, a wieksze dla par linii z r6znych grup (tab. 4). Dla linii szklistych §redni dystans
wyniost 0,46; dla zeboksztattnych 0,56 a dla par Dent x Flint wyniost 0,63.
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Rys. 4. Regresja dla heterozji (plon ziarna 70 mieszancéw wzgledem Sredniej rodzicow) i dystansu
genetycznego odpowiadajacych im linii rodzicielskich
Fig. 4. Mid-parent heterosis for yield of grain of 70 hybrids regressed on genetic distance of their
parental inbred lines

Podobne warto$ci uzyskali Bruel (2006) i Lanza (1997) uzywajac rowniez markerow
RAPD w formach kukurydzy tropikalne;j.

Diagram odlegtosci ukazuje przynaleznos$¢ linii wsobnych do grup heterotycznych
zgodng z zapisami rodowodowymi. Oprocz zaszeregowania wszystkich form szklistych do
jednej grupy, diagram wyréznia dodatkowe dwie grupy w obrgbie linii zgboksztattnych,
jedna z przewaga plazmy Idt, a drugg z przewagg plazmy SSS. Z uwagi na potwierdzony
réwniez w przytoczonej literaturze fakt poprawnego zaszeregowania linii do wiasciwych
grup heterotycznych, ten aspekt prezentowanej metodyki opartej o stosunkowo niedrogie
markery RAPD ma najwigcksze zastosowanie praktyczne w hodowli mieszancowej
kukurydzy.

Przyktadowo, powszechna praktyka uzywania jako materiatu wyjsciowego wyrdznia-
jacych si¢ odmian mieszancowych powoduje problemy z zaszeregowaniem wyprowa-
dzonych linii wsobnych do ustalonych grup heterotycznych. Czesto hodowca, chcac
przeciwdziala¢ kurczacej si¢ zmiennosci w obrebie grupy pochodzeniowej, $wiadomie
krzyzuje linie nalezace do przeciwstawnych grup heterotycznych. W europejskich progra-
mach hodowlanych dotyczy to gtownie form szklistych, ktorych maty polimorfizm
genetyczny zostal wykazany rowniez w prezentowanej pracy (tab. 4). W obu przypadkach
powstaje problem ze zbadaniem zdolno$ci kombinacyjnej linii o nieokreslonej
przynalezno$ci heterotycznej, gdyz utrudnia to dobranie partnera do krzyzowania
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testowego. Dodanie kolejnych linii testujacych reprezentujacych wiecej grup pochodze-
niowych oznacza zwiclokrotnienie liczby mieszancow testowych zgodnie z czynnikowym
uktadem krzyzowan: linie x testery. Tym samym analiza molekularna, poprzez wtasciwe
zaszeregowanie linii do grup heterotycznych ograniczy ilo$¢ zbegdnych krzyzowan
testowych, a w konsekwencji zmniegjszy liczbe doswiadczen polowych.

WNIOSKI

1. Dla ocenianych w pracy linii, ktore pochodzily z przeciwstawnych grup heterotycznych
(Dent x Flint), dodatni wspotczynnik korelacji byt za niski, by na podstawie dystansu
genetycznego pomiegdzy liniami rodzicielskimi przewidywaé wyniki plonowania

mieszancow.
2. Jeszcze trudniej znalez¢ zwigzek heterozji przejawianej przez mieszance w stosunku
do dystansu genetycznego rodzicow — w omawianym doswiadczeniu uzyskano

ujemny wspotczynnik korelacji pomimo oczekiwanej warto$ci dodatnie;.

3. W zréznicowanym materiale ro§linnym prezentowanym w pracy, markery RAPD
okazaly si¢ wystarczajagce do poprawnego zaszeregowania linii do grup hetero-
tycznych, zgodnych z informacjami rodowodowymi.

4. Zuwagina mniejszy koszt wykonania analizy RAPD w stosunku do pozostatych metod
molekularnych, moga one znalez¢ zastosowanie w praktyce hodowlanej do eliminacji
zbednych krzyzowan testowych w materiatach o nieznanym pochodzeniu.
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