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Statystyczna 1 genetyczna ocena linii DH
rzepaku ozimego na podstawie wynikow
doswiadczenia jednopowtdrzeniowego
Z wzorcami

Statistical and genetic evaluation of winter oilseed rape DH lines based on the
results of an unreplicated experiment with standards

W pracy przedstawiono propozycje metodyki analizowania zmienno$ci fenotypowej i genetycznej
cech linii podwojonych haploidéw rzepaku ozimego obserwowanych w doswiadczeniu jedno-
powtdrzeniowym z wzorcem. Metody zastosowania analiz statystycznych omoéwiono na przykladzie
danych z doswiadczenia jednopowtorzeniowego. W doswiadczeniu tym dwie formy wzorcowe, bedace
jednoczesnie genotypami rodzicielskimi, odmiana Californium i linia DH W-15, poréwnywano z 116
liniami DH uzyskanymi z mieszancow Fi Californium x DH W-15 oraz z 94 liniami DH otrzymanymi
z mieszancow Fi DH W-15 x Californium. Dla dwu wybranych cech sporzadzono charakterystyki
statystyczne populacji linii DH i populacji rodzicielskich, znaleziono oceny efektow transgres;ji linii
oraz zweryfikowano istotno$¢ tych efektow, a takze wyznaczono oceny parametrow genetycznych.

Stowa kluczowe: doswiadczenie jednopowtdrzeniowe z wzorcem, efekt transgresji, linie DH, rzepak
ozimy

In the paper, a method for phenotypic and genetic analyses of winter oilseed rape DH lines,
evaluated in an unreplicated experiment with a standard, is proposed. The methods of statistical
analyses are described based on the example of data from the unreplicated experiment including two
standards: cultivar Californium and W-15 DH line. In the experiment, 116 DH lines from F; hybrids of
Californium x W-15 and 94 DH lines from F1 hybrids of W-15 x Californium were compared with the
standards. Statistical characteristics of DH line populations and of parental populations have been
performed. Moreover, the estimates of transgression effects for the DH lines and the estimates of
genetic parameters for two chosen traits were determined.

Key words: unreplicated experiment with standard, transgression effect, DH lines, winter oilseed rape
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WSTEP

Wilasciwa ocena wielu nowych rodow hodowlanych Iub linii podwojonych haploidow
(linii DH) wymaga przeprowadzenia odpowiednich doswiadczen poréwnawczych.
Poniewaz liczba nowych genotypow wymagajacych zbadania jest zwykle duza a
jednoczes$nie liczba nasion dla tych genotypow jest z reguly niewielka, zaktadanie
tradycyjnych do$wiadczen w kilku powtdrzeniach jest praktycznie niemozliwe. Czesto
wigc jedyng mozliwo$cia pordwnania nowych genotypdéw jest przeprowadzenie
doswiadczenia jednopowtdrzeniowego uzupetnianego o dodatkowe poletka (tzw. poletka
wzorcowe), na ktorych wysiewany jest jeden badz wigecej wzorcow.

W literaturze mozna spotka¢ wiele propozycji zaktadania i analizy do$wiadczen z
wzorcami, zeby wymieni¢ najwczes$niejsze prace autorow polskich: Zateskiego (1927),
Barbackiego (1935), Przyborowskiego 1 Wilenskiego (1937) oraz Brykczynskiej (1947).
Do najstarszych i najcze¢$ciej stosowanych nalezy tzw. metoda wzorcowa wykorzystujgca
wzorce do poprawienia obserwacji ze wzgledu na trend zyznosci glebowej. Polega ona na
odtworzeniu za pomoca interpolacji liniowej hipotetycznych wartos$ci danej cechy dla
obiektéw jednopowtorzeniowych znajdujacych si¢ miedzy systematycznie wysiewanymi
wzorcami. Porownanie obiektow odbywa si¢ na podstawie oceny roznic mig¢dzy tymi
obiektami a sgsiadujacymi wzorcami. Na poprawionych warto$ciach przeprowadzana jest
analiza wariancji majaca na celu zweryfikowanie hipotezy o braku réznic migdzy
poréwnywanymi obiektami pod wzgledem badanej cechy. Jednakze z punktu widzenia
metodologii do§wiadczen metoda ta wymaga przyjecia nie zawsze realnego zatozenia
moéwigcego, ze zmiennos$¢ glebowa migdzy dwoma wzorcami ma charakter liniowy. Tym
samym prawdziwo$¢ zalozenia, ze obserwacje sg warto$ciami zmiennej losowej, moze
budzi¢ pewne zastrzezenia.

Inne podejscie analizowania doswiadczen z wzorcem, metodycznie bardziej poprawne,
stosowane jest dzigki wykorzystaniu ogdlnej teorii uktadow o blokach niekompletnych.
Teoria ta zostala zaadaptowana do analizy doswiadczen jednopowtérzeniowych z
wzorcami miedzy innymi przez Peska (1974), Calinskiego i Ceranke (1976), Ceranke i
Chudzik (1977), Kietczewska (1983), Kaczmarka i wsp. (1984; 1985) oraz Dobek i wsp.
(1987).

Wiarygodno$¢ ocen obiektow poréwnywanych w do$wiadczeniach jednopowtorze-
niowych z wzorcem moze by¢ znacznie zwigkszona poprzez mozliwos¢ analizy staty-
stycznej serii takich doswiadczen, przeprowadzonych w r6znych srodowiskach (Adamski
iin., 1992).

Sposrod innych metod analizy do§wiadczen jednopowtorzeniowych warte odnotowania
s takze metody oparte na analizie najblizszego sasiedztwa proponowane przez Cullisa i
wsp. (1989) oraz na analizie autoregresji zaproponowane przez Dobek i Kale (1995).
Wydaje si¢ tez, ze w analizie do$wiadczen jednopowtdrzeniowych przydatne moga si¢
okaza¢ metody statystyki przestrzennej, w szczego6lnosci metody geostatystyczne
wykorzystywane przy szacowaniu tej zmiennosci (Gotaszewski, 1997, 2000).
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Przeglad réznych metod analizy danych z do$wiadczen niereplikowanych mozna
znalez¢ w pracy Kemptona (1984), a takze w niepublikowane] jeszcze pracy autoréw
Bakinowska i wsp. (2009).

W niniejszej pracy omowimy wyniki analizy statystycznej do$wiadczenia jedno-
powtorzeniowego, ktorego obiektami sg linie podwojonych haploidéw rzepaku ozimego
oraz ich formy rodzicielskie traktowane jako wzorce. Pokazemy mozliwos¢ uzyskania
informacji hodowlanych i genetycznych w wyniku przeprowadzenia analizy tego
doswiadczenia opartej na teorii uktadow o blokach niekompletnych.

MATERIAL I METODY

Material doSwiadczalny

Materiat do badan obejmowat 210 linii podwojonych haploidow (linii DH) rzepaku
ozimego otrzymanych z mieszancow F; uzyskanych ze skrzyzowania odmiany
Californium z linig DH W-15 (linie te w liczbie 116 oznaczaé bgdziemy symbolem CW)
oraz z mieszancow F otrzymanych z krzyzéwki odwrotnej DH W-15 x Californium (linie
te w liczbie 94 oznaczaé bedziemy symbolem WC). Linie podwojonych haploidow
otrzymano w Pracowni Kultur Tkankowych Zaktadu Roslin Oleistych IHAR w Poznaniu
metoda izolowanych mikrospor (Cegielska i Szata, 1997).

Linie DH oraz formy rodzicielskie Californium (CAL) i DH W-15 (W-15) badano w
doswiadczeniu jednopowtérzeniowym z wzorcami przeprowadzonym na polu do§wiad-
czalnym Instytutu Genetyki Roslin PAN w Cerekwicy k. Poznania. Do§wiadczenie to
obejmowato 5 pasow o pojemnosci 58 poletek kazdy. Wzorce rozmieszczone zostaty w
sposob regularny na 16 poletkach, natomiast na pozostaltych 42 poletkach rozlosowano
linie DH w taki sposob, ze migdzy poletkami wzorcowymi znajdowaly si¢ zawsze 3 poletka
z liniami DH. Z przeprowadzonych obserwacji cech struktury plonu do ilustracji
prezentowanych w pracy metod statystyki matematycznej i genetyki ilosciowej, wzigto
mas¢ 1000 nasion (MTN) i zawarto$¢ tluszczu w nasionach uzyskane z 3 probek
nieizolowanych nasion.

Metody statystyczne

Analiza wariancji linii DH

Wykonana zgodnie z teorig uktadu o blokach niekompletnych (pasy zostaly traktowane
jako bloki niekompletne), analiza wariancji umozliwita zweryfikowanie hipotezy o braku
réznic mi¢dzy poszczegdlnymi liniami DH a $rednimi obu wzorcow w bloku. Ocena
kontrastu linia DH — ,,lepszy” z wzorcow byla rownoczesnie oceng efektu transgresji tej
linii. Wartosci statystyki F dla powyzszych poréwnan byty podstawg utworzenia rankingu
badanych linii ze wzgledu na dana ceche.

Analiza populacji linii DH i populacji linii rodzicielskich

Analiza wariancji umozliwita takze wyznaczenie charakterystyk statystycznych dla
kazdej z obu populacji linii DH i populacji rodzicielskich oraz zbadanie istotno$ci roznic
migdzy tymi populacjami. W szczegoélnosci pordwnanie populacji linii CW tj. linii
utworzonych z mieszancéw F; Californium x W-15 z populacjg linii WC, czyli linii

213



Zygmunt Kaczmarek ...

uzyskanych z mieszancéw F; krzyzowki odwrotnej byto réwnoznaczne z uzyskaniem
odpowiedzi dotyczacej wpltywu efektow matecznych na linie DH.

Analiza genetyczna

Od strony genetycznej opisany wyzej zestaw linii DH i form rodzicielskich umozliwit
wyznaczenie ocen efektow addytywnego dziatania genéw oraz efektow wspotdziatania loci
homozygotycznych, a takze pozwolit oszacowac liczbe czynnikoéw efektywnych (liczbe
gendw) na podstawie populacji linii CW 1 linii WC.

Analiza interakcji genotyp X Srodowisko

Doswiadczenie jednopowtdrzeniowe z wzorcami zatozone w jednej miejscowosci nie
pozwolito oczywiScie zbadac¢ interakcji linii DH ze $rodowiskiem. Majac na uwadze fakt,
ze w wyniku selekcji linii na podstawie tego doswiadczenia (a doktadnie na podstawie
jednej obserwacji) zostaje bezpowrotnie utraconych ponad 80% badanych linii DH,
nalezatoby si¢ zastanowi¢ czy nie byloby wskazane rownolegle zatoZenie co najmniej
jeszcze jednego doswiadczenia z tymi samymi obiektami ograniczajac by¢ moze w obu
doswiadczeniach obserwacje mniej waznych cech. W wyniku przeprowadzenia co
najmniej trzech doswiadczen jednopowtorzeniowych z tymi samymi obiektami procent
,hietrafnie” odrzuconych linii bytby znacznie mniejszy.

WYNIKI

W pierwszym etapie obliczen przeprowadzone zostaly dla badanych cech analizy
wariancji z do§wiadczenia obejmujacego wszystkie 210 niereplikowanych linii DH oraz 2
wzorce obserwowane na 40 poletkach kazdy. Analizy te umozliwily dokonanie, posrednio,
porownan poszczegolnych linii DH miedzy sobg poprzez oceng roéznic migdzy nimi a
jednym i drugim wzorcem niezaleznie. Istotno$¢ tych réznic byta weryfikowana za pomoca
statystyki F porownywanej z wartoscig krytyczng F, odczytang z tablic rozktadu F na
poziomie istotnosci o dla 1 1 ve stopni swobody dla bledu w analizie wariancji.

Podstawowe rezultaty analizy statystycznej do$wiadczenia jednopowtdrzeniowego z
liniami DH rzepaku ozimego zostaly zawarte w tabelach 11 2.

W tabelach 1 ai 1 b zamieszczone zostaty kolejno: oznaczenia wybranych (najlepszych)
linii DH, ich obserwacje dla danej cechy, oceny efektow transgresji tych linii oraz wyniki
testowania ich istotnosci na poziomie o = 0,05 (zaznaczone jedng gwiazdka) i na poziomie
a = 0,01 (zaznaczone dwiema gwiazdkami przy warto$ciach statystyki F). Kolejna
kolumna zawiera procenty srednich cech linii DH w odniesieniu do $redniej ogdlnej wzorca
»lepszego”, czyli procenty $rednich linii DH wzgledem tej formy rodzicielskiej, ktora
odznaczata si¢ wyzsza Srednig ogolng danej cechy. Wreszcie w ostatniej kolumnie
omawianych tabel podane sg pozycje wybranych linii w rankingu wszystkich badanych
linii DH. Nalezy zaznaczy¢, ze ocena efektu transgresji jest rownoznaczna z oceng
kontrastu linii DH z danego bloku (pasa) ze $rednig ,lepszego” wzorca wyliczong z
obserwacji przeprowadzonych na 8 poletkach tego samego bloku.

Analizujac tabele 1 a i 1 b tatwo zauwazy¢ wigkszg liczbg linii DH przewyzszajacych
,»lepszy” wzorzec oraz wyzsze warto$ci statystyki F dla masy tysigca nasion anizeli w
przypadku zawartosci ttuszczu w nasionach. Réwniez procent wzorca ogoélnego u istotnie
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najlepszych linii DH wahat si¢ od 134,3% do 109,3% dla masy tysiaca nasion, podczas gdy
dla zawartosci thuszczu od 108,7% do 104,2% W rankingach dotyczacych wymienionych
wyzej cech zadna z linii nie wystapita dwukrotnie.

Tabela 1
Oceny i wyniki testowania efektéw transgresji linii DH i ich ranking dla masy tysiaca nasion i
zawartosci thuszezu w nasionach
Estimates and results of testing the transgression effects of DH lines and their rank for 1000 seeds
weight and oil content in seeds

a/ Masa tysiaca nasion (MTN)

1000 seeds weight (TSW)
Srednia Efekt transgresji.
Linia DH Mean Effect of transgression % wzorca Ranking
DH line (@) Ocena Test F % of standard Rank
& Estimate F-test

WwC 19 5,75 1,60 70,66%* 1343 1
CW 55 5,15 0,91 22,67%* 120,3 2
CW 32 4,97 0,77 16,47** 116,1 3
WwC 29 4,96 0,76 16,05%* 115,9 4
WwC3 4,91 0,76 15,94** 114,7 5
CW 102 5,04 0,71 14,06** 117,8 6
CW 31 4,89 0,69 13,24** 1143 7
WC 34 4,86 0,66 12,12%* 113,6 8
CW 116 4,90 0,57 9,09%* 114,5 9
CW 34 4,77 0,57 9,05%* 111,4 10
WC 46 4,68 0,42 4,78* 109,3 11
CW 111 4,74 0,41 4,73* 110,7 12
WC 63 4,65 0,41 4,56* 108,6 13
CAL 4,28
W15(standard) 4,26
b/ Zawarto$¢ tluszczu w nasionach

Qil content in seeds
CW 109 51,2 4,5 14,23%* 108,7 1
WC 68 49,8 33 7,81%* 105,7 2
WC 66 49,5 3,0 6,47%* 105,1 3
CW 89 49,4 2,7 5,11% 104,9 4
WwC3 50,3 2,7 5,01* 106,8 5
CW 105 49,1 2,4 4,03* 104,2 6
CW 69 48,8 23 3,82 103,6 7
CW 50 50,0 23 3,78 106,2 8
CWwW 47 49,4 1,7 2,07 104,9 9
CAL 46,6
W15(standard) 47,1

* Istotno$¢ na poziomie o = 0,05; * Significant at o = 0.05
** Istotno$¢ na poziomie o = 0,01; ** Significant at o = 0.01

Jak juz zaznaczyliSmy w paragrafie Materiat doswiadczalny, wystepujace w doswiad-
czeniach linie DH oraz formy rodzicielskie mozna zaklasyfikowa¢ do jednej z czterech
populacji: populacji linii DH uzyskanych mieszancow F; krzyzoéwek Californium x W-15
oznaczanych symbolem CW, populacji linii DH otrzymanych z mieszancow krzyzowki W-
15 x Californium oznaczanych symbolem WC oraz dwu populacji rodzicielskich CAL i
W-15.
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W tabelach 2 a i 2 b przedstawiono charakterystyki statystyczne dotyczace wszystkich
czterech populacji. Oprocz $rednich warto$ci omawianych wyzej cech, minimalnych i
maksymalnych wartosci tych cech dla kazdej populacji wyznaczono odchylenia standar-
dowe oraz wspotczynniki zmienno$ci. Przeprowadzony niezaleznie dla kazdej cechy
podzial populacji na grupy jednorodne istotnie rdznigce si¢ mi¢dzy sobg pozwolit wyr6znic
dwie grupy (CAL, W-15) ze $rednig 46,8 oraz (CW, WC) ze $rednig 46,1 jedynie dla
zawartoS$ci thuszczu w nasionach.

Tabela 2
Charakterystyki statystyczne populacji linii DH oraz populacji rodzicielskich rzepaku ozimego dla
masy tysigca nasion oraz zawartoSci thuszczu w nasionach
Statistical characteristics of DH line populations and parental populations of winter oilseed rape for
1000 seeds weight and oil content in seeds

a/ Masa tysiagca nasion (MTN)
1000 seeds weight (TSW)

Srednia Odchylenie Wspotczynnik
Populacje Liczebnos¢ Mean standardowe |zmiennosci w % Min Max
Population Number Standard Coefficient of Min Max
© deviation variation in %

Linie DH
DH lines

CcwW 116 4,26 0,33 7,72 3,30 5,15

WwC 94 4,21 0,38 9,15 3,39 5,75
Rodzice
Parents
CAL 40 4,28 0,20 4,74 3,92 4,71
W-15 40 4,26 0,15 3,63 3,98 4,58

b/ Zawartos$¢ thuszczu w nasionach

Oil content in seeds

Linie DH
DH Lines

CwW 116 46,1 1,73 3,76 40,6 51,2

WC 94 46,2 1,93 4,19 41,3 50,3
Rodzice
Parents
CAL 40 46,6 1,10 2,36 44,5 48,5
W-15 40 47,1 1,18 2,51 44,6 49,4

Poréwnanie populacji linii DH i form rodzicielskich miedzy sobg zawiera tabela 3.

Dane opisane w rozdziale Materiat i Metody do§wiadczenia jednopowtorzeniowego z
wzorcami, dotyczace populacji linii DH begdacych pelnymi homozygotami oraz populacji
form rodzicielskich, zostaly takze wykorzystane do oceny niektérych parametrow
genetycznych dla badanych cech (tab. 4). Srednia dla linii ekstremalnych oraz $rednia
warto$¢ wszystkich linii DH populacji CW i niezaleznie populacji WC stanowity podstawe
oceny efektow addytywnego dziatania genow [di] oraz efektow wspoéldziatania loci
homozygotycznych [i] (Surma i in., 1984). Oceng efektow addytywnego dziatania genow
znaleziono takze na podstawie $rednich wartosci populacji $rednich rodzicielskich
(parametr [dp], Mather i Jinks (1982). Poréwnanie ocen efektéw addytywnego dziatania
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gendw obiema metodami pozwala wnioskowac o stopniu asocjacji alleli w populacji linii
DH w stosunku do form rodzicielskich.

Tabela 3
Oceny i wyniki testowania kontrastéw miedzy Srednimi populacji linii DH (CW i WC) oraz populacji
rodzicielskich (CAL i W-15)
Estimates and results of testing the contrast between means for populations of DH lines (CW and WC)
and parental populations (CAL and W-15)

Kontrast Ocena dla:
Estimate for:

Contrast masy tysiaca nasion — 1000 seeds weight | zawartosci thiszczu w nasionach — oil content in seeds
CW—WC 0,043 20,09
CW —CAL -0,020 -0.50
CW — W-15 -0,004 -0,99%*
WC —CAL -0,064 -0.41
WC —W-15 0,047 -0,90%*
CAL —W-15 0,017 -0.49

* Istotno$¢ na poziomie o = 0,05; * Significant at o = 0.05
** Istotno$¢ na poziomie o = 0,01; **Significant at oo = 0.01

Tabela 4
Oceny parametréw genetycznych wyznaczone na podstawie populacji rodzicielskich oraz populacji
linii DH rzepaku ozimego
Estimates of genetic parameters obtained on the basis of parental populations and DH line populations
of winter oilseed rape

Ocena efektow

Ocena efektu

wspoétdziatania

Ocena liczby

addytywnego | homozygotycznych Ocena genow
Cecha Mieszance F; [di] loci [i] parametru [d,] (czynnikow
Trait F, hybrids Estimate of | Estimate of non- Estimate of efektywnych)
additive effect| allelic interaction |parameter [d,]| Number of genes
[di] effect homozygous (effective factors)
loci [i]
Masa tysigca nasion CAL x W-15 0,92 -0,04 0,39 9
1000 seeds weight W-15 xx CAL 1,18 0,36 0,30 9
Zawarto$¢ ttuszczu w nasionach CAL x W-15 5,30 -0,20 2,00 6
Qil content in seeds W-15 x CAL 4,50 -0,39 2,40 5

Ponadto dla obu populacji linii podwojonych haploidéw i dla wszystkich badanych cech

wyznaczono liczby czynnikow efektywnych (liczby gendéw) zgodnie ze wzorem
zaproponowanym przez Kaczmarka i wsp. (1998). Wyliczone wartosci zamieszczono w
tabeli 4. Uwage zwracajg niemal identyczne oceny liczby gendéw dla populacji linii DH
pochodzacych z krzyzowania form rodzicielskich w jednym i drugim kierunku.

PODSUMOWANIE

Opracowano metodyke analizy statystycznej do$wiadczenia jednopowtdrzeniowego z
wzorcami prowadzonego we wczesnym etapie hodowli. W doswiadczeniu tym, obok
populacji linii DH, wystgpowaly populacje obu form rodzicielskich traktowane jako
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wzorce. Metody analizy oparte na teorii uktadow o blokach niekompoletnych umozliwity

uzyskanie szeregu informacji, ktore moga by¢ wykorzystane w dalszych etapach hodowli

tworczej. W szczegolnosci interesujgce moga si¢ okazac takie informacje jak:

— oceny kontrastow linia DH — ,,lepszy” wzorzec bedace rownoczesnie ocenami efektow
transgresji badanych linii,

— wyniki testowania istotnosci porownan linii DH z wzorcami,

— procentowe odniesienie warto$ci cechy badanych linii do ,,lepszego” wzorca,

— rankingi linii DH dla badanych cech,

— charakterystyki statystyczne populacji linii DH i populacji form rodzicielskich,

— oceny i wyniki testowania kontrastow mi¢dzy tymi populacjami,

— podzial wymienionych populacji na grupy jednorodne,

— okreslenie wplywu efektow matecznych na linie DH poprzez zbadanie istotno$ci roznic
miedzy $rednimi populacji linii DH uzyskanych z mieszancow F; z krzyzowania w
jednym i w drugim kierunku,

— oceny niektorych parametrow genetycznych, tj. efektow addytywnego dziatania genow,
efektow wspoéldziatania loci w stanie homozygotycznym oraz liczby czynnikow
efektywnych (liczby genoéw).
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