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Analiza zr6znicowania genetycznego
komponentow mieszancow zyta

The analysis of genetic diversity of components of rye hybrids

Badania zr6znicowania genetycznego obejmowaly 26 mieszancow matecznych i 8 restorerdw oraz
17 linii meskosterylnych i 13 linii dopelniajacych. Badane materiaty pochodzily z trzech osrodkéw
heterozyjnej hodowli zyta: Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roélin (IHAR), Poznanskiej Hodowli
Roslin Sp. z 0.0. (PHR) i Hodowli Ro$lin DANKO Sp. z 0.0. (Danko). Analize dystansu genetycznego
sktadnikdéw mieszancOw przeprowadzono technika PCR zzastosowaniem starterow semi-
specyficznych ukierunkowanych na powielanie fragmentow gendéw zyta. Oceng dystansu genetycznego
mieszancow i restorerow przeprowadzono na podstawie analizy 317, a analize¢ linii 370 fragmentow
DNA. Zaréwno ocena dystansu genetycznego badanych materiatow jak tez wyniki analizy skupien
wskazuja, ze prowadzona niezaleznie w trzech osrodkach hodowla doprowadzita do wytworzenia nieco
odmiennych pul genowych.

Stowa kluczowe: heterozja, mieszance, linie, semi-specyficzny PCR, zyto

The genetic diversity among 26 maternal single crosses, 8 restorers, 17 male sterile inbred lines and
13 nonrestorer inbred lines was evaluated using PCR marker analysis. These materials were the
components of rye hybrids investigated in the preofficial trials at the Plant Breeding and
Acclimatization Institute (IHAR), Danko Breeding Co. Ltd (Danko) and Poznaf Breeding Co. Ltd
(PHR) during the growing seasons 2001-2002. For the evaluation of genetic diversity of rye breeding
materials the semi-specific PCR system using primers targeting intron-exon sequences of plant genes
was applied. The evaluation of genetic diversity among maternal hybrids and restorers was based on
analysis of 317 DNA fragments, and the genetic distances among inbred lines were calculated from
analysis of 370 DNA fragments. Both the estimated data of genetic distances of materials and the cluster
analysis based on PCR data, indicated that hybrid components from different breeding centres exhibited
somewhat different genetic characters.
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WSTEP

Wprowadzenie heterozyjnej hodowli zyta stato si¢ mozliwe dzigki wykryciu zjawiska
genowo-cytoplazmatycznej meskosterylnosci (Geiger i Schnell, 1970). Jakkolwiek
opisano szereg innych zrodel meskiej sterylnosci u zyta to tylko meskosterylnos$¢ typu
»Pampa” (P) ma dotychczas znaczenie praktyczne. Meskosterylnos¢ typu P jest do$¢ tatwo
wprowadzana, gdyz genotypy utrzymujace sterylno$¢ na tej cytoplazmie wystepuja dosé
powszechnie we wszystkich populacjach wykorzystywanych przez hodowle europejskie.
Znaczng trudno$¢ stwarza natomiast znalezienie zapylaczy przywracajacych ptodnosé
(restoreréw) o korzystnych cechach hodowlanych. Stad, jako zapylacze stosuje si¢
populacje, linie lub zestawy linii o korzystnych cechach agronomicznych, lecz czesto
ograniczonej zdolnoéci do przywracania ptodnosci. Trudnoséci wynikajg roéwniez z tego, ze
na poziom plodnosci mieszancow wptyw ma zarowno genotyp restorera jak tez cechy linii
meskosterylnych oraz znaczny wplyw czynnikow srodowiskowych (Geiger i Miedaner,
1996; Kolasinska, 2001). Niepelne przywracanie ptodnosci prowadzi do obnizenia plonu
ziarna mieszancoOw, a w niesprzyjajacych warunkach pogodowych sprzyja zakazeniom
sporyszem.

Pomimo wymienionych trudno$ci zwigzanych z mieszancowa hodowlg zyta, wysoki
efekt heterozji obserwowany u mieszancéw powoduje, ze staja si¢ one znacznie bardziej
atrakcyjne niz odmiany populacyjne. Hodowla heterozyjna zyta jest najbardziej
zaawansowana w Niemczech, gdzie kilkanascie odmian mieszancowych uprawianych jest
na ponad 60% areatu zyta. Jednoczesnie $redni plon ziarna zyta w Niemczech byt w roku
1995 okoto dwukrotnie wyzszy niz w Polsce i Bialorusi i prawie trzykrotnie wyzszy niz
w Rosji (Madej, 1996). W Polsce w ostatnich latach (1999-2001) do Rejestru Odmian
Roslin Uprawnych przyjeto cztery mieszafice zyta irozpoczeto komercyjna produkcje
nasion tych mieszancow. Podobnie jak w Kukurydzy, w heterozyjnej hodowli zyta
stwierdzono, ze dla uzyskania maksymalnego efektu heterozji celowe jest wyprowadzenie
komponentéw rodzicielskich z odmiennych pul genowych. Sukcesy niemieckiej
mieszancowej hodowli zyta wynikaja migdzy innymi z wykorzystania odmiennych
genetycznie materiatow pochodzacych z grup ,,Petkus” i ,,Carsten” (Geiger i Miedaner,
1999). W Polsce hodowla mieszancOw zyta prowadzona jest w trzech osrodkach
hodowlanych: w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roélin w Radzikowie (IHAR),
w Hodowli Ro$lin Danko Sp. z 0.0. (Danko) i w Poznanskiej Hodowli Roslin Sp. z 0.0.
(PHR).

Celem przedstawionych badan bylo sprawdzenie przydatnosci metody PCR
z zastosowaniem starterow semi-specyficznych w badaniach genetycznego zréznicowania
komponentéw mieszancoéw i populacyjnych odmian zyta. Ocena zrdéznicowania mate-
riatow pochodzacych z trzech osrodkow hodowlanych miata rowniez na celu oszacowanie,
czy niezaleznie prowadzona hodowla doprowadzita do powstania odrgbnych pul
genowych, ktore moglyby zosta¢ wykorzystane w dalszych wspdlnych programach
hodowlanych. Efekt heterozji u mieszancowych odmian zyta zalezy glownie od dystansu
genetycznego migdzy liniami tworzacymi meskosterylny mieszaniec mateczny a zapy-
laczem. Stad, pierwszy blok badanych materiatbw obejmowal mieszance i zapylacze
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pochodzace z trzech osrodkéw hodowlanych, natomiast drugi linie dopetniajace iich
meskosterylne analogi.

MATERIAL I METODY

W pierwszym etapie badan przeprowadzono ocen¢ dystansu genetycznego 16
mieszancéw matecznych i5 restorerow z hodowli IHAR, 5 mieszancow i2 restorerow
z Danko oraz 5 mieszancow i jednego restorera z PHR. Drugi etap doswiadczen obejmo-
watl 12 linii meskosterylnych i 6 dopetniaczy pochodzacych z hodowli IHAR, 4 linie
meskosterylne i 2 linie dopetniajgce pochodzace z Danko oraz jedng lini¢ meskosterylng
i 5 linii dopetniajgcych z PHR.

Preparatyke DNA przeprowadzano wedlug metodyki opisanej przez Davisa i wsp.
(1986). DNA otrzymywano z lisci 20-30 siewek rosngcych na pozywce ptynnej przez 5-7
dni. Stezenie DNA oznaczano fluorymetrycznie zgodnie z instrukcjg fluorymetru TKO 100
(Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA).

Powielanie fragmentow DNA przeprowadzano w termocyklerze UNO Il (Biometra,
Géttingen, Niemcy). Powielania prowadzono w uktadzie zawierajacym w objetosci 20 pl:
15 ng DNA roslinnego, 1 x bufor, 2,5 mM MgCl;, 200 uM dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 1,2
uM startera i 1 jednostke termostabilnej polimerazy (MBI Fermentas, Wilno). Powielanie
przy uzyciu starter6w semi-specyficznych przeprowadzano dwustopniowo, w pierwszych
siedmiu cyklach temperatura przylaczania startera byta o 2°C wyzsza od wyliczonej na
podstawie sekwencji idlugosci startera, a w nastepnych 33 cyklach te temperature
podwyzszano o dalsze 4°C. We wszystkich cyklach powielania denaturacje
przeprowadzano przez 40 sek. w temperaturze 94°C, przylaczanie startera trwato 1 min.,
a wydtuzanie tancuchéw DNA 2 min. w 72°C. Powielania konczono 10 min. inkubacja
w temperaturze 72°C.

Produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie w 1,5% zelu agarozowym
w buforze TBE i wizualizowano przy uzyciu bromku etydyny. Fotografie rozdziatow
elektroforetycznych analizowano przy uzyciu programu ,,Fragment NT” (Molecular
Dynamics, Sunnyvale, CA, USA). Przy uzyciu tego programu tworzono macierz wynikow
przedstawiong systemem dwojkowym, gdzie obecno$¢ fragmentu o okreslonej wielkosci
oznaczano jako ,,1”, a brak tego fragmentu jako ,,0”. Wyniki te stanowity podstawe do
wyliczenia, przy uzyciu programu ,Excel”, wspotczynnikow dystansu genetycznego
wedtug wzoru:

DG (@) =1 - (2N@b)/Ne + Nw),

gdzie 2N, 0znacza liczbg pasm wspolnych dla genotypow a i b, a (N@ + Ng) liczbe

wszystkich pasm wystgpujacych w obu genotypach (Nei i Li, 1979).

WYNIKI

Powielenie DNA 34 mieszancow i restorerow przeprowadzono stosujgc startery 15 118
nukleotydowe. Przyktad rozdziatu elektroforetycznego produktow powielenia przedstawia
rysunek 1. Wspodtczynniki dystansu genetycznego wyliczono na podstawie analizy 317
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fragmentow DNA. Szczegotowe dane obejmowaty 561 wspotczynnikow dystansu genetycz-
nego. Zakres genetycznego zréznicowania komponentow mieszancow w obrgbie osrodkow
hodowli Zyta oraz r6znice miedzy materiatami pochodzacymi z tych osrodkéw przedstawiono

w tabeli 1.
M12345678910111213 14151617 1819202122 2324252627 28293031323334 M

-

™ 3000
bd 2000
L 1500
-....“-'—"-"'"'"“" A A AR A LA AALALLARR LN
ey rre & E & N 1031
- . 000
. 500
"--.-u--.-..-h-..-.-!--u 700

- el - - = - -
EREssSsrcaaea8as88888 5 N

sl 1 u;i"' 11Tl .
8 i : |!' M il"' ‘ !!.-
sesfatizesssenizisasiee: o
o--o..ul.u-.-..lo.o.n..loaoo|ll|.'. 300
200

1 - M(130 x 339) (R), 2 - M(130 x 2130) (R), 3 - M(130 x 5114) (R), 4 - M(130 x 51527) (R), 5 - M(167 x 463) (R),
6 - M(167 x 2130) (R), 7 - M(343 x 399) (R), 8 - M(463 x 130) (R), 9 - M(463 x 399) (R), 10 - M(463 x 5491)
(R),11 - M(463 x 51527) (R), 12 - M(482 x 463) (R), 13 - M(620 x 463) (R), 14 - M(2130 x 399) (R), 15 - M(2799
x 463) (R), 16 - M(5491 x 463) (R), 17 - Res. syn. 5 (R), 18 - Res. syn. 9 (R), 19 - Res. syn. 10 (R), 20 - Res. syn. 11
(R), 21 - Res. 3332 (R), 22 - M(CSIN 396) (D), 23 - M(CSIN 297) (D), 24 - M(CSIN 397) (D),25 - M(CSIN 1297)
(D), 26 - M(CSIN 1397) (D), 27 - Res. Walet (D), 28 - Res. Kier (D),29 - M(NSIN 596) (P), 30 - M(NSIN 490) (P),
31 - M(NSIN 0001) (P), 32 - M(NSIN 0002) (P), 33 - M(NSIN 0002) (P), 34 - Res. WM1R (P).
Rys. 1. Wyniki powielania DNA mieszancéw matecznych (M) i restoreréw (Res) przy uzyciu startera
ET18/15 (*ACTTACTTGGCACCG?). M — wzorzec wielkosci DNA (pary zasad). Materialy IHAR —
(R), materialy Danko — (D), materialy z PHR — (P)
Fig. 1. Amplification of DNA of male sterile single crosses (M) and restorers (Res) using primer
ET18/15 *ACTTACTTGGCACCG?®). M — DNA size standard. Accessions from IHAR — (R)
accessions from Danko — (D) accessions from PHR — P

Wspdtczynniki dystansu genetycznego 16 mieszancoéw pochodzacych z IHAR wynosza
od 0,153 do 0,264 (srednio 0,206). Dystans genetyczny mieszancow z firmy Danko jest
nieco nizszy i wynosi od 0,150 do 0,228 (srednio 0,190), a dla mieszancow z PHR od 0,126
do 0,216 (Srednio 0,160). Dystans genetyczny mig¢dzy mieszancami pochodzacymi
zréznych oS$rodkéw byl nieco wyzszy niz zroéznicowanie materiatu w obrebie
poszczegodlnych hodowli. Sredni dystans genetyczny miedzy mieszancami pochodzacymi
zPHR i Danko wynosit 0,194, natomiast réznice migdzy mieszancami IHAR a mie-
szancami z PHR i Danko byly nieco wyzsze i wynosily odpowiednio 0,213 i0,219.
Jakkolwiek mieszance pochodzace z trzech osrodkow heterozyjnej hodowli zyta liczbowo
byly reprezentowane w réznym stopniu, to wyniki dystansow migdzy hodowlami
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wskazuja, ze materiaty te tworzg nieco odrgbne pule genowe. Wyniki analizy skupien
uzyskane na podstawie otrzymanych danych potwierdzaja te sugestie.

Tabela 1
Zréznicowanie genetyczne komponentow mieszancow zyta w osSrodkach hodowli i ré6znice miedzy
osrodkami
The genetic diversity of components of rye hybrids in breeding centres and their differences between
breeding centres

Komponenty Osrodki hodowli Zakres zréznicownia Sredni wspotczynnik dystansu
Components Breeding centres Range of diversity Average dissimilarity index

Danko 0,150-0,228 0,190
PHR 0,126-0,216 0,160
Mieszance mateczne  IHAR 0,153-0,264 0,206
Maternal single crosses Danko-PHR 0,175-0,231 0,194
Danko-IHAR 0,173-0,265 0,219
IHAR-PHR 0,179-0,251 0,213
Danko 0,158-0,270 0,239
PHR 0,183-0,301 0,237
Linie wsobne IHAR 0,175-0,325 0,248
Inbred lines Danko-PHR 0,213-0,323 0,277
Danko-IHAR 0,233-0,366 0,283
IHAR-PHR 0,218-0,375 0,265
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Mieszance i restorery w kolejnosci jak na rysunku 1; Accesions numbered like in Fig. 1
Rys. 2. Diagram podobienstwa badanych mieszancéw i restoreré6w wyliczony metodg Srednich polaczen
na podstawie analizy 317 fragmentéw DNA
Fig. 2. Association among single crosses (M) and restorers (Res) of rye revealed by UPGMA cluster
analysis of 317 DNA fragments

Wyniki analizy skupien badanych komponentow mieszancow przedstawia rysunek 2.
Wyraznie wyodrebniong grupe stanowig mieszance irestorer pochodzacy z PHR.
Mieszance pochodzace z hodowli IHAR tworza dwie grupy w przeciwleglych rejonach
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dendrogramu, przy czym wspdlng cechg czterech mieszancoOw w prawej czesci dendro-
gramu jest wystgpowanie w ich skladzie tej samej linii matecznej. Odrebng grupe tworza
restorery z hodowli IHAR, w grupie tej znalazly sie rowniez dwa restorery populacyjne
pochodzace z firmy Danko. Badane mieszance i restorery z Danko nie tworzg wyraznie
wyodrebnionej grupy.

Analiza linii obejmowata 30 obiektow. Przyktad elektroforetycznego rozdziatu
powielonych fragmentéw DNA przedstawia rysunek 3. Wspotczynniki dystansu gene-
tycznego linii (435 wynikow) wyliczone zostaly na podstawie analizy 380 fragmentow
DNA. Zakres genetycznego zréznicowania i $rednie warto§ci wspotczynnikow przedsta-
wiono w tabeli 1. W liniach pochodzacych z firmy Danko wspotczynniki dystansu gene-
tycznego wynosity od 0,158 do 0,270, a w materiatach z PHR od 0,183 do 0,301. Najnizsze
warto$ci wykazuja dystanse migedzy liniami megskosterylnymi i ich analogami. Dystanse
genetyczne linii pochodzacych zhodowli wIHAR wynosza od 0,175 do 0,325.
W przypadku czterech par linii be¢dacych analogami dystanse genetyczne sa rOwniez niskie
i wynoszg okoto 0,2, a w przypadku dwoch pozostatych par sa nieco wyzsze i wynosza
okoto 0,24. Najnizszy dystans genetyczny (0,158) wyliczono dla analogéw pochodzacych
z hodowli Danko.
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Linie zyta: 1 - S105P/91(D), 2 - S67P/94(D), 3 - S76P/95(D), 4 - S93N/95(D),5 - S93P/95(D), 6 - S105N/91(D), 7 -
NS426P(P), 8 - NS426N(P), 9 - NS456N(P),10 - NS66N/85(P), 11 - NS267N/88,12 - NS79N/85, 13 - 130P(R), 14 -
167P(R)15 - 343P (R), 16 - 463P(R), 17 - 482P(R), 18 - 620P(R), 19 - 2799P(R), 20 - 5491P(R),21 - 2130P(R), 22 -
399P(R), 23 - 5114P(R), 24 - 51524P(R), 25 - 2130N(R), 26 -463N(R), 27 - 399N(R), 28 - 5114N(R), 29 - 620N(R),
30 - 482N(R)

Rys. 3. Wyniki powielania DNA 30 linii Zyta przy uzyciu startera 1T31/15 ( GAAGCCGAGGTAAG?).
M — wzorzec wielko$ci DNA. Materialy IHAR — (R), materialy Danko — (D), materialy z PHR — (P)
Fig. 3. Amplification of DNA of 30 inbred lines of rye using primer 1T31/15
(*GAAGCCGAGGTAAG?®). M — DNA size standard. Inbred lines from IHAR — (R) inbred lines
from Danko — (D) inbred lines from PHR — (P)
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Srednia warto$¢ wspotczynnikow dystansu genetycznego miedzy liniami pocho-
dzacymi z IHAR a liniami z firmy Danko wynosi 0,283, a miedzy liniami z IHAR a liniami
z PHR 0,265. Wartosci wspotczynnikow dystansu genetycznego miedzy liniami z PHR
a liniami z firmy Danko byty nizsze i wynosity srednio 0,277. Wartosci te s3 we wszystkich
trzech przypadkach wyzsze od $rednich wartosci wspotczynnikow zréznicowania
genetycznego linii w obrebie poszczegdlnych hodowli.

Z dendrogramu (rys. 4) wynika, ze linie pochodzace z trzech o$rodkéw hodowlanych
tworza wyraznie odrgbne grupy. Wyjatek stanowi pochodzaca z hodowli IHAR linia
meskosterylna 130P (13), ktora na dendrogramie znalazta si¢ w grupie linii pochodzacych
z PHR. Odmiennos¢ genetyczna tej linii ujawnita si¢ rowniez w badaniach zréznicowania
mieszancow, gdyz jak wspomniano powyzej, mieszance ktorych linig mateczng byla linia
130P, tworzyly wyraznie odmienng grupg.
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Linie w kolejnosci jak na rysunku 3; Inbred lines numbered like in Fig. 3
Rys. 4. Diagram podobienstwa badanych linii Zyta wyliczony metoda Srednich polaczen na podstawie
analizy 380 fragmentow DNA
Fig. 4. Association among inbred lines of rye revealed by UPGMA cluster analysis of 380 DNA
fragments

DYSKUSJA

W przypadku takich roslin jak zyto zalety systemu PCR z zastosowaniem starterow
semi-specyficznych ukierunkowanych na sekwencje genow roslinnych sg szczegdlnie
widoczne. Wynika to najprawdopodobniej z duzego udziatu sekwencji powtarzajacych sie,
ktdre w genomie zyta stanowia ponad 90% (Flavell iin., 1974). Startery o sekwencji
przypadkowej (RAPD) powielaja DNA takich sekwencji wystepujacych w genomie
w znacznej liczbie kopii, tworzac obraz o matym udziale pasm polimorficznych. Podobnie
wyjasni¢ mozna przyczyny, dzigki ktorym startery semi-specyficzne do$¢ tatwo ujawniaja
wewnatrzgatunkowy polimorfizm w ro$linach zbozowych o duzych i ztozonych genomach
takich jak pszenica i pszenzyto (Gawet i in., 2002).
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W badaniach genetycznego zrdznicowania komponentdw mieszancoéw zyta stosowano
startery ET i IT o dlugosci 15 i 18 zasad. Niektore 18-nukleotydowe startery z grupy ET
generowaly bardzo ztozone i polimorficzne obrazy fragmentéw DNA. Jakkolwiek
doswiadczenia takie dostarczaly znacznej liczby informacji o zréznicowaniu genetycznym
badanych materialow, to ich interpretacja i analiza komputerowa byta dos¢ trudna. Dos¢
polimorficzne i klarowne obrazy powielonych fragmentéw uzyskiwano stosujac startery
15 nukleotydowe i niektore startery ET18.

Wyliczenia wspolczynnikow dystansu genetycznego komponentéw mieszancow
wskazuja, ze réznice miedzy osrodkami hodowli sa nieco wyzsze niz zréznicowanie
w obr¢bie kazdej hodowli. W nieco wyzszym stopniu ujawnia to analiza linii niz analiza
mieszancow matecznych.

Zrdznicowanie mieszancoOw matecznych jak i linii jest znacznie wigksze niz réznice
genetyczne migdzy populacyjnymi odmianami zyta (Rafalski iin., 2002). Dotychczas
wprowadzone odmiany mieszancowe plonuja znacznie lepiej niz odmiany populacyjne
(Arseniuk i Oleksiak, 2001), a zréznicowanie genetyczne komponentdow mieszancow
wskazuje na mozliwos¢ dalszego postepu w tej hodowli. Zaréwno wyliczenia wspot-
czynnikdw dystansu genetycznego miedzy komponentami mieszancéw pochodzacych
z trzech osrodkow heterozyjnej hodowli zyta, jak tez wyniki analizy skupien wyraznie
wskazuja, ze prowadzona niezaleznie selekcja doprowadzita do stworzenia materiatow
0 nieco odmiennych cechach genetycznych.

Przedstawione wyniki wskazuja rowniez na celowo$¢ wspotpracy miedzy osrodkami.
Podstawe¢ do ustalen na ten temat stanowig szczegétowe wyniki analizy, tj. tabele
wspotczynnikow dystansu genetycznego miedzy wszystkimi badanymi obiektami (561
i 435 danych).

WNIOSKI

1. System PCR z zastosowaniem starteréw semi-specyficznych stwarza mozliwosé
szybkiej i doktadnej oceny zr6znicowania materiatdbw hodowlanych zyta.

2. Zarowno wyliczenia wspotczynnikow dystansu genetycznego migdzy komponentami
mieszancow pochodzacych ztrzech osrodkow heterozyjnej hodowli zyta, jak tez
wyniki analizy skupien wyraznie wskazuja, ze prowadzona niezaleznie selekcja
doprowadzita do stworzenia materiatdbw o nieco odmiennych cechach genetycznych.
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