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Badanie podobienstwa genetycznego pomiedzy
formami rodzicielskimi mieszancow liniowych

kukurydzy przy uzyciu markeré6w molekularnych
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The evaluation of genetic similarity between parental components of maize hybrids
by means of molecular markers AFLP and RAPD

Przedmiotem badan bylo dziesig¢ mieszancow liniowych kukurydzy wraz zkomponentami
rodzicielskimi. Celem pracy bylo wykazanie zaleznosci efektu heterozji u form mieszancowych od
podobienstwa genetycznego okreslonego na podstawie markerow molekularnych RAPD i AFLP
pomigdzy formami rodzicielskimi. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze u wszystkich
analizowanych mieszancow wigkszo$¢ cech struktury plonu przyjmowala istotnie wyzsze $rednie
warto$ci niz Srednie wartosci tych cech obojga rodzicéw. Efekty heterozji zarowno wzgledem lepszego
z rodzicow jak i wzgledem sredniej obojga rodzicow korelowaly sie z podobienstwem genetycznym
pomigdzy ich komponentami rodzicielskimi okreslonym na podstawie markeréw AFLP. Podobienstwo
genetyczne okre$lone przy pomocy markeréw RAPD nie korelowato si¢ z efektem heterozji u form
mieszancowych.

Stowa kluczowe: heterozja, kukurydza, podobienstwo genetyczne

Ten maize hybrids and their parental lines were the major object of the work. The main purpose of
the study was to prove relations between heterosis effect of hybrids and genetic similarity of their
parental lines, determined by means of RAPD and AFLP molecular markers. All the hybrids, compared
to the parental forms, showed significantly higher values of most of yield structure features. When
related both to the better parent and to the average values of both parents, the heterosis effects correlated
with genetic similarity between the parental lines, as determined with the use of AFLP markers. Genetic
similarity of parental lines determined by means of RAPD markers did not correlate with the heterosis
effects of the resulting hybrids.
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WSTEP

W ostatnich latach hodowcy majg mozliwos¢ korzystania z nowych metod pomaga-
jacych oceni¢ zmiennos$¢ genetycznag, ktora manipulujg, na podstawie sprzgzen markerow
z dang cechg (markery izoenzymatyczne) lub na podstawie bezposredniej analizy DNA.
Wykorzystanie markerow moze zwigkszy¢ efektywno$¢ procesu hodowlanego i skrocic¢
czas potrzebny na wyhodowanie nowej odmiany. Zastosowanie markerow w programach
hodowlanych umozliwia wprowadzenie obiektywnych kryteriéw selekcji oraz zwigksza
trafno$¢ doboru materialu wyj$ciowego do hodowli.

Jednym z niezbednych etapow hodowli heterozyjnej jest ocena przydatnoSci linii
wsobnych biorgcych udziat w tworzeniu przysztej odmiany. O przydatnosci linii wsobnej
do hodowli heterozyjnej, oprocz jej wlasnej wydajnosci, decyduje rowniez przyrost plonu
uzyskany po skrzyzowaniu jej z inng linia, czyli tak zwana warto$¢ kombinacyjna. Coraz
czeséciej w celu zwigkszenia prawdopodobienstwa wyselekcjonowania kombinacji mie-
szancowych, ktore wykazywalyby wysoki efekt heteroz;ji, probuje si¢ selekcjonowac formy
rodzicielskie w oparciu o dystans genetyczny pomiedzy nimi, okre$lany poprzez
polimorfizm markerow DNA.

Wielu autorow donosi, ze zjawisko heterozji jest zwigzane z genetycznym dystansem
pomiedzy liniami rodzicielskimi: Dunnington i wsp. (1991) wykazali, ze prazki rézni-
cujace osobniki lub proby zbiorcze DNA moga by¢ uzyte niezawodnie do oszacowania
dystansu genetycznego pomigdzy nimi.

Celem badan byla analiza zrdznicowania genetycznego linii wsobnych kukurydzy
wyprowadzonych zréznych materiatow wyjsciowych, oraz ocena efektu heterozji
mieszancow F, otrzymanych z tych linii.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenie zatozono w 2005 roku w uktadzie blokow losowanych, w trzech pow-
torzeniach, na poletkach o powierzchni 10 m?> w RGD Dtof.

Materiatem badawczym byto 10 mieszancow kukurydzy wraz z komponentami rodzi-
cielskimi udostgpnionymi przez Hodowlg Ro$lin Smolice (tab. 1).

Tabela 1
Mieszance i ich formy rodzicielskie
Hybrids and the parental forms

Mieszaniec Forma mateczna Forma ojcowska
Hybrid Female form Male form

1 S160 S336A
2 S41336 S41324A-2
3 S50668-4 S56125A
4 S56122 S56125A
5 S245 S41789
6 S311 Co255
7 S63300 S66208A
Blask S41796 S41324A-2
Grom S41789 S41324A-2
Brda S56125A S41324A-2
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Obserwacje polowe obejmowaly pomiary dhugosci kolby, srednicy kolby, dtugosci
rdzenia, $rednicy rdzenia, liczby rzedow, liczby ziarniakow w rzedzie, masy ziarna z kolby,
MTN i plonu. Obserwacje przeprowadzono na 10 losowo wybranych kolbach z trzech
powtorzen kazdego z mieszancow oraz komponentéw rodzicielskich.

Otrzymywanie marker6w molekularnych RAPD (Random Amplified

Polymorphic DNA)

Genomowy DNA izolowano z form mieszancowych oraz komponentéw rodzicielskich
kukurydzy zmodyfikowang metoda Thompsona i Henry’ego (1995).

Dyski lisciowe o powierzchni 2 mm? traktowano 200 ul buforu TPS o sktadzie: 100
mM Tris HCI opH 9,5, 1 M KCIl; 10 mM EDTA. Inkubacje przeprowadzono
w probowkach Eppendorfa, w tazni wodnej w temperaturze 95°C w czasie 15 minut.

Reakcjg tancuchowa polimerazy (PCR) przeprowadzono w objetosci 12,5ul mieszaniny
o sktadzie: woda dejonizowana; 1M Tris HCI o pH 8,3; 25 mM MgCl,; BSA; 2 mM dNTP;
starter-Spmoli/ul; Taq polimeraza-5U/ul, ekstrakt DNA-25ng/pl. Taq polimeraza
pochodzita z firmy MBI-Fermentas, pozostate odczynniki pochodzity z firmy SIGMA.

Amplifikacje¢ DNA przeprowadzono za pomoca termocyklera T3 Biometra firmy
Polygen. Po wyjeciu prob z termocyklera do kazdej z nich dodano 1pl barwnika (0,25%
btekit bromofenolowy; 40% sacharoza; woda dejonizowana)

Elektroforez¢ produktéow amplifikacji przeprowadzono w 1,5% zelu agarozowym
o sktadzie: 1,5g agarozy; 100ml buforu TBE1x (10,8g Tris base; 5,5g Boric acid; 4ml 0,5M
EDTA pH 8,0); 1ul bromku etydyny.

Otrzymywanie markeréw molekularnych AFLP (Amplified Fragment Length

Polymorphism)

Izolacja genomowego DNA odbywata si¢ metoda kolumienkowsa. Fragmenty lisci
o powierzchni 6 mm? umieszczono w probéwkach z cieklym azotem 1iroztarto tkanke
roslinng na proszek. Do kazdej probéwki dodano 400 pl buforu AP1 oraz 3 pl RNAzy.
Nastegpnie inkubowano proby przez 30 minut w temperaturze pokojowej 130 minut
w 65°C. Po inkubacji dodano 130 ul buforu AP2 imieszano na vortexie. Nastepnie
umieszczono proby w lodzie 1 po 15 minutach wirowano przez 20 minut w 14000 obrotow.
Po wirowaniu zebrano supernatan, ktory naniesiono na kolumienki, do ktérych dodano 60
pl buforu AP3. Proby wirowano przez 2 minuty w 8000 obrotow, a nast¢gpnie dodano 450
ul buforu AW i 50 ul buforu AE. Wyizolowane DNA przechowywano w temperaturze -
20°C.

Trawienie DNA przeprowadzono przy uzyciu enzymoOw restrykcyjnych EcoRI
i Mselloraz 5x read buffor. Do strawionego DNA dodano 24ul adapter ligation solution
i 1ul TADNA ligazy oraz ikubowano proby w temperaturze 20°C przez 3h. Do mieszaniny
po ligacji dodano 90 pul buforu TE o pH 8.0. Pre-amplifikacj¢ przeprowadzono przy uzyciu
termocyklera T3 BIOMETRA firmy Polygen. Do rozcienczonej matrycy DNA po ligacji
dodano 40ul pre-amp primer mix, 3,5ul 10 x PCR buffor, 15 pul MgCl; oraz 1pl Taq
polimerazy (5U/ul). Do rozcienczonej matryc po pre-amplifikacji dodano MIX1 (startery
1 dNTP) oraz MIX2 (Taq polimeraza, 10 x PCR buffor i MgCl,. Po zakonczeniu reakcji
PCR proby mrozono w temperaturze -20°C. Elektroforezg przeprowadzono w 5% zelu
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akrylamidowym przez 2,5 h przy 60 W, 400 mA i 1400 V. Detekcja produktow PCR
nastgpita w wyniku barwienia srebrem.

Analiza umozliwiajgca okre$lenie podobienstwa pomi¢dzy odmianami w formie
dendrogramu zostala sporzadzona przy uzyciu programu komputerowego UVIMAP
w funkcji Nei i Li (1979):

GS = Mi
(nc+n,)

gdzie 2n,, oznacza liczb¢ par podobnych prazkéw w obu genotypach, natomiast n, oraz
n, oznaczajg liczbe wszystkich prazkow dla danego genotypu. Warto$¢ GS oznacza indeks
podobienstwa pomigdzy dwoma badanymi genotypami.

Efekt heterozji dla poszczegélnych cech struktury plonu mieszancéw obliczono
wzgledem lepszego z rodzicow 1 wzgledem S$redniej cechy obojga rodzicow.

Istotnos¢ obliczonych efektow heterozji sprawdzano testem Scheffe’go korzystajac
z programu statystycznego DGH 2.

Korelacje pomigdzy podobienstwem genetycznym a efektem heterozji obliczono przy
pomocy programu Statistica. Istotnos¢ wspotczynnikoéw korelacji pomiedzy efektem
heterozji poszczegodlnych cech struktury plonu a dystansem genetycznym okreslano na
poziomie o = 0,05

Mieszaniec Blask jest wysokoplenng odmiang komercyjng, jego linie rodzicielskie
wykazujg po skrzyzowaniu zdolno$¢ dawania wysokiego efektu heterozji w plonie ziarna.
Swiadczy to o ich duzym zréznicowaniu genetycznym. Mieszance Grom i Brda sa rowniez
zarejestrowanymi odmianami komercyjnymi.

WYNIKI

Przetestowano 93 startery oligonukleotydowe przy pomocy markerow RAPD, 10 z nich
generowato wysoki polimorfizm (79 prazkéw polimorficznych), z markerow AFLP
przetestowano 52 kombinacje starterow, ztego 5 wygenerowalo 69 prazkéw
polimorficznych, co pozwolito na okreslenie podobienstwa genetycznego pomigdzy bada-
nymi liniami kukurydzy. Startery, kombinacje starterow oraz ich sekwencje nukleotydowe
tworzace polimorfizm przedstawiono w tabeli 2.

Stopien podobienstwa genetycznego pomigdzy formami rodzicielskimi poszczegdlnych
mieszancow okreslonego przy pomocy markerow AFLP miescit si¢ w zakresie od 7% dla
mieszanca 6 imieszanca GROM do 36% dla mieszanca 3. Stopien podobienstwa
genetycznego okreslonego przy pomocy markerow RAPD miesScit si¢ w zakresie od 4%
dla mieszanca BRDA do 22% dla mieszanca Blask (tab. 3).

Dla dtugosci kolby i $rednicy kolby wszystkie mieszance, z wyjatkiem 6 i1 7, charakte-
ryzowaly si¢ istotnym efektem heterozji obliczonym wzgledem lepszego z rodzicoéw (rys.
1 a, b, ¢). W przypadku tych cech efekt heterozji nie byt jednak istotnie skorelowany
z podobienstwem genetycznym wyznaczonym przy pomocy markerow molekularnych
RAPD (tab. 4 i tab. 6).
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Tabela 2

Startery i ich sekwencje nukleotydowe tworzace polimorfizm w liniach kukurydzy

Sequences of primers detecting polymorphism of maize lines

Numer startera — Primers No. |

Sekwencja nukleotydowa — Sequences 5’ — 3’ of primers

OPA 04 AATCGGGCTG
OPA 07 GAAACGGGTG
OPA 09 GGGTAACGCC
OPA 12 TCGGCGATAG
OPB 10 CTGCTGGGAC
RAPD OPB 17 AGGGAACGAG
OPF 08 GGGATATCGG
OPH 09 TGTAGCTGGG
OPH 20 GGGAGACATC
OPI 12 AGAGGGCACA
M-CTCT GATGAGTCCTGAGTAACTCT
E-ACGG GACTGCGTACCAATTCACGG
M-CTCT GATGAGTCCTGAGTAACTCT
E-AATT GACTGCGTACCAATTCAATT
AFLP M-CTCT GATGAGTCCTGAGTAACTCT
E-AACA GACTGCGTACCAATTCAACA
M-CACA GATGAGTCCTGAGTAACACA
E-AATT GACTGCGTACCAATTCAATT
M-CAAG GATGAGTCCTGAGTAACAAG
E-ACGG GACTGCGTACCAATTCACGG

Tabela 3

Podobienstwo genetyczne pomiedzy formami rodzicielskimi poszczegélnych mieszancow
Genetic similarity between parental forms of individual hybrids

Formy rodzicielskie

Podobienstwo Genetyczne

l\/gesbze}gce Parental forms Genetic Similarity
yones forma mateczna — female form | forma ojcowska — male form AFLP (%) | RAPD (%)
1 S 160 S 336A 9 8
2 S 41336 S 41324A-2 24 14
3 S 50668-4 S 56125A 36 17
4 S 56122 S 56125A 27 11
5 S 245 S 41789 22 10
6 S 311 Co255 7 10
7 S 63300 S 66208A 22 11
Blask S 41796 S 41324A-2 9 22
Grom S 41789 S 41324A-2 8
Brda S 56125A S 41324A-2 11 4

Dla dtugosci rdzenia, $rednicy rdzenia i ilosci rzedow uzyskano nieistotny lub istotny efekt
heterozji obliczony wzgledem lepszego zrodzicow, ktéry byt istotnie skorelowany
z podobienstwem genetycznym wyznaczonym przez markery AFLP (tab. 4 i tab. 6). Dla
liczby ziarniakow w rzg¢dzie 1 masy ziarna z kolby wszystkie mieszance charakteryzowaty
si¢ istotnym efektem heterozji obliczonym wzgledem lepszego zrodzicow, ktory byt
istotnie skorelowany =z podobiefistwem genetycznym wyznaczonym przy pomocy
markeréw AFLP (tab. 4 i tab. 6). W przypadku MTN i plonu dla wszystkich mieszancow
z wyjatkiem 3, 4 i Blask uzyskano istotny efekt heterozji obliczony wzgledem lepszego
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z rodzicéw, ktory rowniez byt istotnie skorelowany z podobienstwem genetycznym
okreslonym na podstawie markerow AFLP (tab. 4 i tab. 6). Mieszance charakteryzowaly
si¢ nieistotnym lub istotnym efektem heterozji obliczonym wzgledem S$redniej obojga
rodzicow, dla wszystkich analizowanych cech struktury plonu, ktory byl istotnie
skorelowany z podobienstwem genetycznym wyznaczonym przez markery AFLP
i nieistotnie skorelowany z podobienistwem genetycznym wyznaczonym przez markery
RAPD (tab. 51 tab. 7).

Tabela 4
Wielko$¢ efektu heterozji poszczegélnych cech struktury plonu mieszancow obliczonego wzgledem
lepszego z rodzicow (w %) Heterosis effect for yield and its components calculated for average feature
of better parent (in %)

: : Liczba Masa ziarna
Dhugosé Srednica Dhugosé Srednica Liczba ziarniakow 2 kolby
Mieszance Kolby kolby rdzonia rdzenia rzedow w rzedzie Weight of MTN | Plon
Hybrids Ear lenth Ear Cob length Cob Number | Number of kernels per TKW | Yield
g diameter diameter of rows | kernels per car p
row
1 155% 140* 146* 128* 130* 176* 281%* 125%  117*
2 110* 110%* 114%* 87* 111 133%* 232% 100*  101*
3 102%* 96* 104* 86* 86* 118%* 167* 85%  94%*
4 121* 110* 117* 98 114* 156* 250%* 102 101*
5 141%* 121%* 137%* 124%* 114%* 170%* 247* 117%  114*
6 129 118 135% 102* 114%* 158%* 237* 113*%  113%*
7 119 108 111* 97* 113* 165* 196* 102*  116*
Blask 103* 96* 98* 69%* 95%* 123* 209* 90* 114*
Grom 156* 145%* 153%* 128%* 132% 182%* 274% 131%  129%
Brda 168* 167* 168* 143* 156* 191* 325% 159%  172*
* Istotny przy o. = 0,05; *Significant at oo = 0.05
Tabela 5

Wielko$¢ efektu heterozji poszczegélnych cech struktury plonu mieszancow obliczonego wzgledem

Sredniej obojga rodzicow (w %)

Heterosis effect for yield and its components calculated for average feature of better parent (in %)

liczba .
Dhugoéé Srednica Dhugoéé Srednica liczba ziarniakow Misliozlgl;na
Mieszance kolby kolby rdzenia rdzenia rzedow w rzedzie Weight of MTN | Plon
Hybrids Ear leneth Ear Cob leneth Cob Number of | Number of Kernol TKW | Yield
g diameter g diameter TOWs kernels per erne’s per
row ear
1 162%* 141%* 151%* 134%* 134%* 172% 268%* 121%  126*
2 115% 109 116* 90* 113* 137* 230%* 106 100*
3 112* 97* 108 88* 95%* 127* 177* 88* 97*
4 126* 114* 118%* 103 115% 169%* 257* 105%  111%*
5 150* 125% 138* 133* 120* 165* 268%* 121*  126*
6 133* 120* 135% 106 117* 164* 263* 1+ 113*
7 125% 112%* 116* 102%* 115% 162%* 215% 111%  104*
Blask 100 97* 103 75% 101 137* 211%* 97*  120*
Grom 151* 152% 153* 138%* 136* 180* 293* 130%  133*
Brda 174* 172%* 170* 155% 158%* 193* 367* 162*%  173*

* Istotny przy o = 0,05; *Significant at o = 0.05
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c

Rys. 1. Efekty heterozji
Fig. 1. Heterosis effects

Tabela 6

Korelacja podobienstwa genetycznego z efektem heterozji mieszancow obliczonym wzgledem Sredniej
cechy lepszego z rodzicow
Correlation between genetic similarity and heterosis effect calculated for average feature of better
parent in respect of yield and its components

Liczba Masa ziarna
Dhugodé Srednica Dhugoé Srednica Liczba | ziarniakow 4 kolb
Rodzaj & kolby £ rdzenia rzgdow w rzgdzie OOY | MTN | Plon
kolby rdzenia Weight of .
markera Ear Cob Number of | Number of TKW | Yield
Ear length . Cob length . kernels per
Type of diameter diameter TOWS kernels per car
marker Trow
wspolczynniki korelacji podobienstwa genetycznego z efektem heterozji
correlation coefficient of genetic similarity with heterosis effect
AFLP 0,90* 0,85* 0,91* 0,93* 0,87* 0,91%* 0,82% 0,87* 0,65%
RAPD 0,53 0,57 0,56 0,40 0,55 0,55 0,57 0,58 0,54

* Istotny przy o = 0,05; *Significant at o = 0.05
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Tabela 7
Korelacja podobienstwa genetycznego z efektem heterozji mieszancéw obliczconym wzgledem Sredniej
obojga rodzicow
Correlation between genetic similarity and heterosis effect calculated for average feature of both
parents in respect of yield and its components

liczba .
‘ . ‘ . . .., |Masa ziarna
Dhugos¢ Srednica Dhugos¢ Sredm_ca liczba ziarniakow 2 kolby
Rodzaj kolby . rdzenia rzedow w rzedzie . MTN | Plon
kolby rdzenia Weight of .
markera Ear Cob Number of | Number of TKW | Yield
Ear length . Cob length . kemnels per
Type of diameter diameter rows kernels per car
marker row
wspotczynniki korelacji podobienstwa genetycznego z efektem heterozji
correlation coefficient of genetic similarity with heterosis effect
AFLP 0,89* 0,87* 0,90* 0,92* 0,89* 0,93* 0,79* 0,87*  0,64*
RAPD 0,57 0,56 0,56 0,39 0,55 051 0,59 0,57 0,56

* Istotny przy o. = 0,05; *Significant at oo = 0.05

DYSKUSJA

Nadrzednym celem hodowli ro$lin jest doskonalenie istniejagcych form wcelu
uzyskania odmian o wyzszej odporno$ci na choroby, odpornosci na szkodniki, plennosci,
jakosci oraz innych cech waznych z punktu widzenia hodowlanego. Jednym z pierwszych
etapow hodowli jest dobor form rodzicielskich z dostgpnej puli genowej istniejacych
odmian. Dotychczas, aby wlasciwie oceni¢ zasoby genowe pod katem produktywnosci,
parametrow jakoSci oraz podatno$ci na biotyczne i abiotyczne czynniki stresogenne
stosowano kosztowne ipracochfonne metody opierajace si¢ na wielokrotnych
krzyzowaniach i selekcji fenotypowej Iub tez analizie profili izoenzymatycznych (Karp
iin., 1998).

We wspolczesnej hodowli roslin coraz szerzej stosuje si¢ systemy markerow
molekularnych, ktére sg niezbednym narzedziem diagnostycznym iumozliwiajg
pokonanie barier, ktorych nastreczaja konwencjonalne metody hodowli. Markery
molekularne charakteryzujg si¢ wyzszym poziomem polimorfizmu w poroéwnaniu
z markerami morfologicznymi. Obecnie najcz¢sciej stosowanymi markerami sg markery
RFLP (Restrction Fragments Lenght Polymorphism), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), CAPS (Clevaed Amplified Polymorphic Sequence), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeat) oraz SNP
(Single Nucleotide Polymorphism). Przy wyborze okreslonego typu markera do badan
powinno bra¢ si¢ pod uwage nastepujace czynniki: typ i poziom polimorfizmu jaki dany
marker potrafi zidentyfikowaé, ilos¢ i czystos¢ DNA jaka jest wymagana do analiz, typ
sondy potrzebnej do detekcji sygnalu, wymagania dotyczace znajomosci sekwencji
starterow, powtarzalnos$¢, wiarygodnos¢, trudnosci techniczne jak réwniez koszt analiz.

W niniejszej pracy wykorzystano dwa typy markeréw molekularnych RAPD i AFLP.
Markery RAPD zaczeto stosowaé na poczatku lat 90. Wykorzystuja one reakcje PCR
(Polymerase Chain Reaction) do generowania prazkow. Wykazuja dominujacy charakter
dziedziczenia, co uniemozliwia odro6znienie homozygot od heterozygot. Uzywane 9-11
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nukleotydowe startery przylaczaja si¢ losowo zapoczatkowujac amplifikacje w wielu
rejonach genomu jednoczes$nie. Produkty reakcji amplifikacji rozdzielane sg na zelu
agarozowym, aich detekcja odbywa si¢ zuzyciem znacznikéw fluorescencyjnych lub
srebra. Technika AFLP opatentowana w 1993 roku laczy trawienie enzymami
restrykcyjnymi z reakcjag PCR. Obydwa enzymy generujg tzw. lepkie konce, do ktérych
przylaczaja si¢ 20-30 nukleotydowe fragmenty zwane adaptorami. Potaczenie jest
mozliwe dzigki T4 DNA ligazie. Po ligacji adaptorow prowadzona jest reakcja pre-
amplifikacji, po ktorej prowadzi si¢ amplifikacje specyficzng. Rozdziat produktéw PCR
nastepuje na zelu poliakrylamidowym a detekcja poprzez barwienie srebrem lub auto-
radiograficznie. Markery te wykazuja szeroki polimorfizm, niekiedy mozliwe jest
rozroznienie homo i heterozygot poprzez oceng intensywnosci prazka. Nie zaleca si¢
jednak tej techniki dla markeréw dziedziczonych na zasadzie kodominacji.

Obydwa typy markerow zostaly uzyte do badania podobienstwa genetycznego
pomiedzy formami rodzicielskimi 10 mieszancow liniowych kukurydzy. Badania wyka-
zaty, ze podobienstwo genetyczne pomi¢dzy formami rodzicielskimi poszczegdlnych
mieszancoOw okreslone przy pomocy markerow AFLP miesci si¢ w zakresie od 7% dla
mieszanca 6 imieszanca Grom do 36% dla mieszanca 3. Warto$¢ podobienstwa
genetycznego okreslonego przy pomocy markerow RAPD miesci si¢ w zakresie od 4% dla
mieszanca Brda do 22% dla mieszanca Blask (tab. 3). Obecny stan badan nie daje nam
jednoznacznej odpowiedzi na pytanie czy dystans genetyczny moze by¢ podstawa do
wnioskowania o efekcie heterozji. Potrafimy wykorzysta¢ wigor mieszancow F; tworzac
odmiany heterozyjne, nie znamy jednak do konca zjawiska heterozji i jej mechanizmow.
Na podstawie badan wykazano, ze podobienstwo genetyczne okreslone na podstawie
markeré6w RAPD nie koreluje si¢ z efektem heterozji u form mieszancowych w przeci-
wienstwie do podobiefistwa okreslonego na podstawie markeréw AFLP, ktore jest istotnie
skorelowane z efektem heterozji mieszancow Fi;. Wykorzystujac markery AFLP
stwierdzono, ze im formy rodzicielskie sg bardziej spokrewnione tym efekt heterozji
u form mieszancowych jest mniejszy.

Pierwsze proby skorelowania oszacowanego dystansu genetycznego pomigdzy
formami rodzicielskimi z efektem heterozji podjeto juz w 1966 roku (Cross, 1966).

Godshalk 1wsp. (1990) wykazali brak zwigzku pomig¢dzy plonem mieszancow
a heterogennos$cig markeré6w molekularnych dla niespokrewnionych linii rodzicielskich.

Melchinger i wsp. (1999) w swojej pracy stwierdzili, ze prognozowanie efektu heterozji
pomiedzy grupami wykazujacymi genetyczne podobienstwo plazmy zarodkowej nie jest
mozliwe na podstawie dystansu genetycznego okreslonego przy wykorzystaniu markerow
DNA, lecz powinno by¢ okreslone w doswiadczeniach polowych. Na podstawie danych
doswiadczalnych wykazali, ze podzielenie plazmy zarodkowej na zroéznicowane pule
genowe jest korzystne dla optymalnego wykorzystania zjawiska heteroz;i.

Adamczyk i wsp. (2001) stwierdzili, ze zmodyfikowana metoda PCR moze by¢ uzyta
do podzialu materiatéw hodowlanych na grupy pochodzeniowe, jednak mozliwos¢ jej
bezposredniego zastosowania do prognozowania formut mieszancow wymaga dalszych
badan.
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Prowadzac analizy molekularne dla niektérych gatunkow roslin uprawnych wykazano,
ze detekcja pokrewienstwa genetycznego pomiedzy liniami bywa niewystarczajgca
w przypadku tworzenia odmian mieszancowych. Zidentyfikowano, bowiem geny
kontrolujgce proces rozszczepiania uzytecznych cech mieszancoOw oraz sprz¢zenia genow
obnizajgce zywotno$¢ potomstwa mieszancowego (Fu, 1999).

Wedtug teorii dotyczacych uwarunkowan genetycznych, zjawisko heterozji jest
wynikiem wspotdziatania genow dominujacych (hipoteza dominacji) lub w obrgbie
heterozygotycznych loci (hipoteza naddominowania) (Pala, 2002). Dlatego tez poszukuje
si¢ zwigzku dystans genetycznego z efektem heterozji wrazajacym si¢ w plonie.

Joanna Sztuba-Solinska (2005) stwierdza, iz techniki molekularne sg najbardziej
efektywne w ocenie dystansu genetycznego pomigdzy liniami rodzicielskimi i umozliwiaja
prognozg efektywnosci tworzenia nowych odmian mieszancowych wykazujacych wazne
uzytkowo cechy.

W 1992 roku Stubber i wsp. przy uzyciu markeréw molekularnych zidentyfikowali
czynniki zwigzane z heterozja w mieszancu utworzonym z linii wsobnych kukurydzy.

Ajmone Marson i wsp. (1998) stwierdzili, ze istnieje zwigzek pomiedzy plonem ziarna
mieszancow a wspotczynnikiem dystansu genetycznego dla ich linii rodzicielskich.

Becker i wsp. (2000), ktorzy badali zalezno$¢ dystansu genetycznego linii wsobnych
kukurydzy z efektem heterozji stwierdzili, iz mieszance kukurydzy DentxDent pochodzace
z form rodzicielskich o duzym dystansie genetycznym daty najwigkszy efekt heterozji
wyrazony plonem ziarna. Podobne zaleznosci obserwowali Broda i wsp. (2002).
Wykorzystujac markery RAPD do analizy zréznicowania genetycznego linii wsobnych
zyta wykazali, ze mozna oczekiwac¢ wyzszego efektu heterozji w mieszancach Fi, ktorych
formy rodzicielskie pochodzg z puli genowej o znacznym dystansie genetycznym.

Na podstawie uzyskanych w tej pracy wynikow stwierdzono, ze markery molekularne
RAPD sg nie przydatne w prognozowaniu formul mieszancow jednakze moga znalezé
zastosowanie do grupowania linii pod wzglgdem pochodzenia, szczegdlnie tych, dla
ktorych dane o pochodzeniu sg niepelne. Z kolei dajace wigkszy polimorfizm markery
AFLP mozna wykorzysta¢ do wstepnej selekcji komponentow rodzicielskich, ktore dalej
beda testowane w warunkach polowych.

Linie nalezace do grup o zréznicowanym pochodzeniu moga by¢ uzyte do wstepnego
prognozowania krzyzowan testowych w aspekcie osiagni¢cia efektu heterozji (Broda i in.,
2002).

WNIOSKI

1. U wszystkich analizowanych mieszancow wigkszo$¢ cech struktury plonu przyjmo-
wala istotnie wyzsze wartoSci niz $rednie wartosci tych cech obojga rodzicow.

2. Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze wyselekcjonowane startery
zarowno w przypadku markerow RAPD, jak i AFLP generowatly polimorfizm, ktory
pozwolil na zbadanie podobienstwa genetycznego pomig¢dzy formami rodzicielskimi
mieszancow.
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3. Wstepne wyniki wskazuja na to, iz podobienstwo genetyczne oparte o analize
polimorfizmu markeréw molekularnych AFLP koreluje z efektem heterozji. Markery
te moga by¢ wykorzystane do wstepnej selekcji komponentéw rodzicielskich, ktore
dalej beda testowane w warunkach polowych.

4. Markery molekularne RAPD dajgce mniejszy polimorfizm w poréwnaniu z markerami
AFLP sa nie przydatne w prognozowaniu formut mieszancoéw, poniewaz podobienstwo
genetyczne okreslone przy ich wykorzystaniu nie jest skorelowane z efektem heterozji.
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