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Wybdr modelu matematycznego dla zaleznosci
efektu heterozji mieszancow Fi od dystansu
genetycznego form rodzicielskich
zyta 1 pszenzyta

A choice of the mathematical model for the relationship between heterosis effect
of F1 hybrids and genetic distance of rye and triticale parental lines

Przedmiotem badan byly mieszance zyta i pszenzyta wraz z komponentami rodzicielskimi. Badania
mialy na celu okres$lenie zaleznos$ci efektu heterozji mieszancéw Fi zyta i pszenzyta od dystansu
genetycznego pomiedzy komponentami rodzicielskimi przy uzyciu modeli matematycznych. Zaréwno
dla markerow molekularnych RAPD jak i AFLP funkcjami najlepiej opisujacymi zaleznos¢ efektu
heterozji dla plonu ziarna od dystansu genetycznego byty: wielomian trzeciego stopnia y =a + bx +
cx2 + dx”3... oraz funkcja liniowa y = a + bx. W ostatnim dziesigcioleciu wielu naukowcow podjeto
probe wnioskowania o efekcie heterozji poprzez badanie dystansu genetycznego pomiedzy liniami
rodzicielskimi. Selekcja przy uzyciu markerow molekularnych jest podejsciem, ktore zostato
rozwiniete, aby unikna¢ problemow zwigzanych z konwencjonalng hodowla roslin, zmieniajagcym
kryteria selekcji z selekcji fenotypow na bezposrednig lub posrednig selekcje gendéw. Markery
molekularne sa wykrywalne we wszystkich fazach wzrostu roéliny, nie ma na nie wptywu srodowisko
w jakim rosng rosliny. Uzyteczno$¢ danego markera jest zalezna od jego zdolnosci do ujawniania
polimorfizméw w sekwencji nukleotydowej, pozwalajac na rozréznienie form allelicznych. Udane
zastosowanie markeréw molekularnych wspomagajace programy hodowlane zalezy od dostgpnosci
map genetycznych zawierajacych markery molekularne sprz¢zone z genami, bliskiego powiazania
markeréw 1 genow oraz ich wspolnej segregacji, odpowiedniej rekombinacji zachodzacej pomigdzy
markerami zwigzanymi z dang cechg i reszta genomu, mozliwosci analizowania duzej liczby
osobnikow w sposob efektywny z uwzglednieniem czasu i kosztow przedsigwzigcia.

Stowa kluczowe: heterozja, dystans genetyczny, modele matematyczne, zyto, pszenzyto

The object at the work were rye and triticale hybrids and their parental components. The main goal
of the research was to determine, using mathematical models, the relationship between the heterosis
effect of Fi rye and triticale hybrids and genetic distance parental lines. Both for RAPD and AFLP
markers, the best function to describes\ the relationship between the heterosis effect and genetic
distance were: cubic polynomial y = a + bx + ¢x”2 + dx”3 and a linear function y = a + bx. In the last
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decade, may did affords to conclude on the heterosis effect by examining the genetic distance between
the parental lines. Selection on the basis of molecular indicators was developed in order to avoid
problems related to the traditional farming, and to allow the change from phenotype selection to direct
selection of genes. Molecular indicators are detectable in all phases of the plant life and these are not
affected by the environment and conditions of plant growth. The usefulness of a certain indicator
depends on its ability to reveal polymorphisms in the nucleotide sequence, which makes possible to
distinguish between allelic forms. Successful utilization of the molecular indicators depends on:
availability of the genetic map containing molecular indicators coupled with genes, close relationships
between indicators and genes and their common separation and grouping, appropriate recombination
between indicators of a certain feature and the rest of the genome, possibility of analysis of a large
number of organisms and consideration of time and cost of the whole project.

Key words: heterosis, genetic distance, mathematical models, rye, triticale
WSTEP

Nadrzgdnym celem hodowli ro$lin jest doskonalenie istniejagcych odmian roslin
uprawnych w celu zwigkszenia ich odpornosci na choroby, odpornosci na szkodniki,
zwigkszenia plennosci, jako$ci oraz innych cech waznych z punktu widzenia hodowlanego.
Jednym z pierwszych etapow hodowli jest dobor form rodzicielskich z dostepnej puli
genowej istniejacych odmian. Dotychczas, aby wlasciwie oceni¢ zasoby genowe pod
katem produktywnosci, parametréw jako$ci oraz podatnos$ci na biotyczne i abiotyczne
czynniki stresogenne, stosowano kosztowne i pracochlonne metody opierajace si¢ na
wielokrotnych krzyzowaniach 1 selekcji fenotypowej lub tez analizie profili
izoenzymatycznych (Karp i in., 1998).

Niejednokrotnie dtugotrwaly i skomplikowany cykl hodowlany mozna znacznie skroci¢
prowadzac selekcje z wykorzystaniem markerow DNA. W tym celu wykorzystuje si¢
istnienie bliskiego sprzgzenia pomig¢dzy markerem a locus odpowiedzialnym za
dziedziczenie cechy uzytkowej. Metoda ta czgsto jest okreslana skrotem MAS (Marker
Assisted Selection) i ma szerokie zastosowanie w hodowli ro$lin drzewiastych oraz
hodowli odpornosciowe;.

Komponenty rodzicielskie do krzyzowan heterozyjnych mozna dobiera¢ roéznymi
metodami, oceniajgc dystans genetyczny na podstawie metod statystycznych (Srivastava,
Arunchalam, 1977; Wegrzyn i in., 1994), informacji o pochodzeniu linii przeznaczonych
do krzyzowania, markeréw biatkowych (Fabrizius i1 in., 1998) oraz markerow
molekularnych (Tams i in., 2002).

Celem badan bylo okreslenie zaleznos$ci efektu heterozji mieszancow F; zyta
i pszenzyta od dystansu genetycznego pomiedzy komponentami rodzicielskimi okreslo-
nego na podstawie markerow molekularnych RAPD i AFLP przy uzyciu modeli
matematycznych.

MATERIAL I METODY BADAN

Materiatem ro$linnym uzytym do badan byly linie rodzicielskie zyta oraz komponenty
rodzicielskie pszenzyta wraz z mieszancami pokolenia F;. Linie rodzicielskie i mieszance
zyta pochodzity z Hodowli Roslin Danko Spdtka z o0.0. natomiast komponenty
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rodzicielskie i mieszance pszenzyta pochodzily z Hodowli Roslin Strzelce spotka z o.o.
oddzialu w Borowie. Uzyte w doswiadczeniach polowych i analizach molekularnych
komponenty rodzicielskie i mieszance F; zamieszczono w tabelach 11 2.

Tabela 1
Linie rodzicielskie i mieszance F1 zyta
Parental lines and F1 hybrids of rye
Linie mateczne Linie ojcowskie Mieszance F,
Female lines Male lines Hybrids F;
S 66P/95 S 93N/95 CSIN9
S 93P/95 NS 426N/91 CSIN 15
S 157P/98 S 93N/95 C SIN 23
S 213P/98 WS 66N/85 C SIN32
S 93P/95 S 44/94 C SIN2493
S 64P/95 S 93N/95 C SIN 3693
Tabela 2

Komponenty rodzicielskie i mieszance F1 pszenzyta
Parental components and F1 hybrids of triticale

Linie mateczne Odmiany populacyjne Mieszance F,
Female lines Population strains Hybrids F;
CMS 112-15 Witon BOHT 45
CMS 112-15 Krakowiak BOHT 46
CMS 112-15 Pawo BOHT 47
CMS 114-5 Krakowiak BOHT 49
CMS 114-5 Pawo BOHT 50
CMS Malno 53/3 MAH 3800 BOHT 61
CMS Malno 53/3 Todan BOHT 62

Trzyletnie doswiadczenie z liniami rodzicielskimi i mieszancami zyta zostato zatozone
w 2004 roku w Stacji Doswiadczalnej Katedry Genetyki i Hodowli Roélin na terenie
Rolniczego Gospodarstwa Doswiadczalnego Poznanskiej Akademii Rolniczej w Dioni na
poletkach o powierzchni 10 m?, w ukladzie blokéw losowanych kompletnych w trzech
powtorzeniach. Dos$wiadczenie z komponentami rodzicielskimi oraz mieszancami
pszenzyta zatozono rdéwniez na poletkach o powierzchni 10 m?> w uktadzie blokow
losowanych kompletnych w trzech powtdérzeniach w Hodowli Roslin Strzelce sp. z o.0.
w Oddziale Borowo.

Zabiegi uprawowe wykonano zgodnie z zasadami poprawnej agrotechniki dla tego
gatunku i kierunkiem uzytkowania. W badaniach wlasnych w kazdym roku prowadzenia
doswiadczenia przedplonem dla zyta i pszenzyta byta pszenica ozima.

Dla obydwu gatunkow wykonano pomiary biometryczne, ktore obejmowaty: dlugosc¢
zdzbta oraz dtugos¢ ktosa, liczbe ktoskow w ktosie, liczbe ziaren w klosie, liczbe ziaren w
ktosku, masg¢ ziarna z klosa, masy tysigca ziarna (MTZ) i plon ziarna. Obserwacje
przeprowadzano na 10 losowo wybranych ro§linach z trzech powtdérzen kazdego
z komponentéw rodzicielskich oraz form mieszancowych.
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Otrzymywanie marker6w molekularnych RAPD (Random Amplified

Polymorphic DNA)

Genomowy DNA z form mieszancowych oraz komponentéw rodzicielskich zyta i
pszenzyta izolowano zmodyfikowang metodg Thompsona i Henry’ego (1995).

Dyski lisciowe o powierzchni 2 mm?2 traktowano 200 pl buforu TPS o sktadzie: 100
mM Tris HCI o pH 9,5, 1 M KCl; 10 mM EDTA. Inkubacj¢ przeprowadzono w
probowkach Eppendorfa w tazni wodnej w temperaturze 95°C przez 15 minut.

Reakcj¢ tancuchowa polimerazy (PCR) przeprowadzono w objetosci 12,5ul mieszaniny
o sktadzie: woda dejonizowana; 1M Tris HCI o pH 8,3; 25 mM MgCI2; BSA; 2mM dNTP;
starter-5Spmoli/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 pomocg termocyklera T3 BIOMETRA firmy
POLYGEN. Po wyjeciu prob z termocyklera do kazdej z nich dodano 1pl barwnika (0,25%
biekit bromofenolowy; 40% sacharoza; woda dejonizowana)

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

Otrzymywanie markeréw molekularnych AFLP (Amplified Fragment Lenght

Polymorphism)

Izolacja genomowego DNA odbywala si¢ metoda kolumienkowa. Fragmenty lisci o
powierzchni 6 mm? umieszczono w proboéwkach z ciektym azotem i roztarto tkanke
ros§linng na proszek. Do kazdej probowki dodano 400ul buforu AP1 oraz 3ul RNAzy.
Nastepnie inkubowano proby przez 30 minut w temperaturze pokojowej i 30 minut w 65°C.
Po inkubacji dodano 130ul buforu AP2 i mieszano na vortexie. Nastgpnie umieszczono
proby w lodzie i po 15 minutach wirowano przez 20 minut w 14000 obrotéw. Po
zwirowaniu zebrano supernatan, ktéry naniesiono na kolumienki, do ktorych dodano 60ul
buforu AP3. Proby wirowano przez 2 minuty w 8000 obrotow, a nastepnie dodano 450l
buforu AW i 50ul buforu AE. Wyizolowane DNA przechowywano w temperaturze —
20°C.

Trawienie DNA przeprowadzono przy uzyciu enzymow restrykcyjnych EcoRI i
Mselloraz 5x read buffor. Do strawionego DNA dodano 24pl adapter ligation solution i
1ul TADNA ligazy oraz ikubowano proby w temperaturze 20°C przez 3h. Do mieszaniny
po ligacji dodano 90ul 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 ul MgCl, oraz 1 ul Taq
polimerazy (5 U/ul). Dorozcienczonej matryc po pre-amplifikacji dodano MIX1 (startery i
dNTP) oraz MIX2 (Taq polimeraza, 10 PCR buffor i MgCl,). Po zakonczeniu reakcji PCR
proby mrozono w temperaturze — 20°C. Elektroforezg przeprowadzono w 5% zelu
akrylamidowym przez 2,5 h przy 60W, 400mA i 1400V. Detekcja produktow PCR
nastgpita w wyniku barwienia srebrem.
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Ocena statystyczna

— Efekty heterozji dla poszczegdlnych cech struktury plonu mieszancow obliczono
wzgledem Sredniej wartosci cechy lepszego z rodzicow i wzgledem $redniej wartosSci
cechy obojga rodzicow przy pomocy programu statystycznego Microsoft Excel.
Istotnos$¢ obliczonych efektow heterozji na poziomie istotnosci oo = 0,05 sprawdzono
testem Scheffe’go korzystajac z programu DGH 2.

— Modele matematyczne stuzace do opisu zalezno$ci efektu heterozji dla plonu od
dystansu genetycznego okreslonego na podstawie markerow molekularnych RAPD i
AFLP wybrano przy pomocy programu Curve Expert.

— Dokumentacja wynikow zarowno reakcji RAPD jak i AFLP obejmuje fotografie
uzyskanych obrazoéw elektroforetycznych oraz ich opracowanie przy uzyciu programu
komputerowego UVIMAP w funkcji Nei i Li (1979).

GS =2nyy / (nx + ny),
gdzie 2nyy oznacza liczbe par podobnych prazkow w obu genotypach natomiast ny oraz
ny oznaczaja liczbe wszystkich prazkow dla danego genotypu. Warto$¢ GS oznacza indeks
podobienstwa pomigdzy dwoma badanymi genotypami. Dystans genetyczny ,,D”
pomigdzy komponentami rodzicielskimi kazdego mieszanca obliczano korzystajac ze
wzoru:
D=1-GS.

WYNIKI

Dystans genetyczny pomigdzy liniami rodzicielskimi mieszancow F zyta wyznaczony
na podstawie markerow molekularnych RAPD i AFLP. W przypadku markeréw
molekularnych RAPD 10 wyselekcjonowanych starterow wygenerowato 65 prazkoéw
polimorficznych, pojedyncze startery generowaly od 4 do 11 prazkéw roznicujacych
badane genotypy (tab. 3).

Tabela 3
Startery dajace polimorfizm w liniach zyta przy uzyciu markeréw RAPD-PCR
Primers detecting polymorphism in rye lines with the use of RAPD-PCR markers
Numer startera Liczba fragmentow DNA Liczba fragmentow polimorficznych

Primers no. Number DNA fragments Number polymorphic fragments
OPA 04 9 7
OPA 07 12 6
OPA 09 11 5
OPA 12 9 7
OPB 10 11 11
OPB 17 6 4
OPF 08 8 6
OPG 19 8 5
OPH 20 9 7
OPI 12 10 7

Najbardziej efektywnym starterem w generowaniu polimorfizmu okazat si¢ starter OPB
10 (11 pragzkow polimorficznych). Dla markerow molekularnych AFLP 5
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wyselekcjonowanych kombinacji starterow wygenerowalo 51 prazkow réznicujgcych.
Jedna kombinacja starterow generowata $rednio od 7 do 15 prazkow polimorficznych (tab.

4).

Tabela 4
Startery dajace polimorfizm w liniach zyta przy uzyciu markeré6w AFLP
Primers detecting polymorphism in rye lines with the use of AFLP markers
Numer startera Liczba fragmentéw DNA Liczba fragmentéw polimorficznych
Primers no. Number DNA fragments Number polymorphic fragments

E-ACGG 27 15

M-CAC

E-ACC

M-CAC 12 )

E-AGG
M-CTCT 18 10

E-AACA

M-CAG 1 !

E-AAC

M-CAG 16 10

Najwigkszy poziom zréznicowania uzyskano wykorzystujagc kombinacje starterow E-
ACGG, M-CAC (15 prazkow polimorficznych). Dla markeréw molekularnych RAPD
warto$§¢ dystansu genetycznego pomigdzy liniami rodzicielskimi poszczegolnych
mieszancow F; zyta miescila si¢ w zakresie od 78% pomigdzy liniami rodzicielskimi
mieszanca CSIN 23 do 89% pomigdzy liniami rodzicielskimi mieszanca CSIN 15 (tab.5).
Warto$¢ dystansu genetycznego dla markerow molekularnych AFLP wynosita od 68%
pomigdzy liniami rodzicielskimi mieszanca CSIN 3693 do 84% pomigdzy liniami
rodzicielskimi mieszanca CSIN 23 (tab. 5).

Tabela 5
Dystans genetyczny pomiedzy liniami rodzicielskim mieszancow Fi zyta
Genetic distance between parental lines in F1 rye hybrids

Linie rodzicielskie Dystans genetyczny

Mieszance F; Parental lines Genetic distance

Hybrids mateczna ojcowska RAPD AFLP

female male % %

CSIN9 S 66P/95 S 93N/95 87 80
CSIN 15 S 93P/95 NS 426N/91 89 78
CSIN 23 S 157P/98 S 93N/95 78 84
C SIN32 S 213P/98 WS 66N/85 85 81
C SIN2493 S 93P/95 S 44N/94 81 81
C SIN 3693 S 64P/95 S 93N/95 87 68

Dystans genetyczny pomig¢dzy komponentami rodzicielskimi mieszancow F; pszenzyta
wyznaczony na podstawie markerow molekularnych RAPD i AFLP. Dla markeréw
molekularnych RAPD 10 wyselekcjonowanych starterow wygenerowalo 65 prazkow
polimorficznych. Poszczegodlne startery generowaly od 4 do 11 prazkoéw réznicujacych
komponenty rodzicielskie (tab. 6).
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Tabela 6
Startery dajace polimorfizm w liniach pszenzyta przy uzyciu markeré6w RAPD-PCR
Primers detecting polymorphism in triticale lines with the use of RAPD-PCR markers

Numer startera Liczba fragmentéw DNA Liczba fragmentéw polimorficznych
Primers no. Number DNA fragments Number polymorphic fragments
OPA 02 9 7
OPA 06 10 6
OPA 09 10 7
OPA 12 10 6
OPA 14 12 7
OPB 17 12 11
OPD 19 10 6
OPH 09 5 4
OPI 11 9 6
OPI 12 9 5

Najwiegcej prazkdéw polimorficznych (11) wygenerowat starter OPB 17. Dla markerow
molekularnych AFLP 5 wyselekcjonowanych kombinacji starterow wygenerowato 50
prazkow polimorficznych. Jedna kombinacja starterow generowata $rednio od 6 do 15
prazkow roznicujacych badane genotypy (tab. 7).

Tabela 7
Startery dajace polimorfizm w liniach pszenzyta przy uzyciu markeré6w AFLP
Primers detecting polymorphism in triticale lines with the use of AFLP markers
Numer startera Liczba fragmentow DNA Liczba fragmentoéw polimorficznych
Primers no. Number DNA fragments Number polymorphic fragments

E-AGG
M-CTCT 27 15

E-ACG

M-CAC 30 8

E-AAC
M-CTCT 19 12

E-ACGG

M-CAG 20 6

E-AAG

M-CTCT 15 i

Najwigksze zroznicowanie analizowanych genotypéw w postaci liczby prazkow
polimorficznych data kombinacja starterow E-AGG, M-CTCT (15 prazkow). Z wyko-
rzystaniem markeréw molekularnych RAPD otrzymano wartos¢ dystansu genetycznego
mieszczacy si¢ w zakresie od 80% pomiedzy komponentami rodzicielskimi mieszanca
BOHT 46 do 95% pomigdzy komponentami rodzicielskimi mieszanca BOHT 61 (Tab. 8).
Dystans genetyczny w przypadku markerow molekularnych AFLP miescit si¢ w zakresie
od 86% pomiedzy komponentami rodzicielskimi mieszanca BOHT 61 do 94% pomigdzy
komponentami rodzicielskimi mieszanca BOHT 47 (tab. 8).

Efekt heterozji cech struktury plonu mieszancow F; zyta obliczony wzgledem Srednie;j
warto$ci cechy lepszego z rodzicow. Mieszance, u ktorych zaobserwowano najwyzszy
efekt heterozji pod wzglgdem analizowanych cech struktury plonu, to: CSIN 9, CSIN 32 i
CSIN 3693 (tab. 9). Mieszance te pod wzglegdem wszystkich cech plonotworczych z
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wyjatkiem liczby ziaren w ktosku dla CSIN 9 i CSIN 3693 przewyzszaty istotnie linie
rodzicielskie. W przypadku mieszanca CSIN 9 efekt heterozji miescit si¢ w przedziale od
103% dla MTZ do 142% dla plonu ziarna, natomiast w przypadku mieszanca CSIN 32
wahat si¢ od 106% dla liczby ziaren w ktosku do 139% dla plonu ziarna. Efekt heterozji w
przypadku mieszanca CSIN 3693 miescit si¢ w zakresie od 104% dla MTZ do 186% dla
plonu ziarna. Najstabiej plonujacym mieszancem byt CSIN 23, ktory nie wykazywat efektu
heterozji dla nastepujacych cech: dtugos¢ zdzbta, dlugosé klosa, liczba ziaren w klosie,
liczba ziaren w klosku i MTZ. Istotny jest fakt, ze pozostate mieszance CSIN 15 i CSIN
2493 roéwniez wykazywaty istotny efekt heterozji dla plonu.

Tabela 8
Dystans genetyczny pomiedzy liniami rodzicielskim mieszancow F1 pszenzyta
Genetic distance between parental lines in F1 triticale hybrids
Komponenty rodzicielskie Dystans genetyczny
Mieszance F; Parental components Genetic distance
Hybrids mateczny ojcowski RAPD AFLP

female male % %

BOHT 45 CMS 112-15 Witon 88 92

BOHT 46 CMS 112-15 Krakowiak 80 38

BOHT 47 CMS 112-15 Pawo 92 94

BOHT 49 CMS 114-5 Krakowiak 84 92

BOHT 50 CMS 114-5 Pawo 84 91

BOHT 61 CMS Malno 53/3 MAH 3800 95 86

BOHT 62 CMS Malno 53/3 Todan 85 89

Tabela 9
Wielkos$¢ efektu heterozji poszczegolnych cech struktury plonu mieszancow zyta
Heterosis effect for rye yield and its components
Dhugosé | Diugosé Liczba Liczba ziaren|Liczba ziaren| Masa ziarna
. . g & ktoskow w w ktosie w ktosku w klosie MTZ

Mieszaniec F, zdzbta klosa . Plon

. . ktosie Number| Number of | Number of Mass of  |1000 seed .
Hybrid F, Straw Spike . . . . . . Yield

length length of splk'elets in see('is in see?ds in see@s in weight
spike spike spikelet spike

CSIN9 109* 137* 137* 125%* 89 117* 103* 142%
CSIN 15 106 155% 119 114* 93 147* 107 230%
C SIN 23 99 96 101* 93 90 112% 100* 102%
C SIN 32 107* 130* 109* 116* 106* 118* 107* 139*
C SIN 2493 99 117* 99 107* 103* 109* 102* 123*
C SIN 3693 104* 122%* 112%* 11* 95 123* 105* 186*

* Istotny przy a. = 0,05
* Significant at o = 0,05

Efekt heterozji cech struktury plonu mieszancoéw F; pszenzyta obliczony wzgledem
sredniej wartosci cechy lepszego z rodzicow. Najwyzszy efekt heterozji pod wzgledem
analizowanych cech struktury plonu zaobserwowano w przypadku mieszancow BOHT 47
i BOHT 61 (tab. 10). Mieszance te istotnie przewyzszaty komponenty rodzicielskie pod
wzgledem analizowanych cech plonotworczych, z wyjatkiem liczby ziaren w klosie i
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liczby ziaren w ktosku (BOHT 47) oraz liczby ziaren w ktosku (BOHT 61). W przypadku
mieszanca BOHT 47 efekt heterozji miescit si¢ w zakresie od 111% dla liczby ktoskow w
ktosie do 166% dla masy ziarna z ktosa, natomiast w przypadku mieszanca BOHT 61 wahat
si¢ od 101% dla plonu ziarna do 230% dla masy ziarna z klosa. Najnizszy wigor
stwierdzono u mieszanca BOHT 46, ktory nie wykazywal efektu heterozji dla dlugosci
zdzbta, liczby ziaren w klosie oraz liczby ziaren w ktosku.

Tabela 10
Wielkos$¢ efektu heterozji poszezegélnych cech struktury plonu mieszancéw pszenzyta
Heterosis effect for triticale yield and its components

Liczba Liczba ziaren
Dlugosé Dhugos¢ | ktoskow w |Liczba ziaren Masa ziarna
. . i . . w ktosku . MTZ
Mieszaniec F, zdzbta ktosa ktosie w klosie Number of w klosie 1000 seed Plon
Hybrid F, Straw Spike Number of | Number of sceds ir? Mass of seeds weicht Yield
length length | spikelets in [seeds in spike kel in spike &
spike spikelet
BOHT 45 126* 108* 108* 85 78 152* 119* 128*
BOHT 46 100 102* 104 83 79 140* 106 108*
BOHT 47 133* 120* 111* 97 97 166* 127* 140*
BOHT 49 115% 112* 113* 87 77 121* 115* 127*
BOHT 50 113* 113* 107* 94 87 108* 108* 118*
BOHT 61 144* 143* 117* 106* 90 230* 141* 101*
BOHT 62 123* 120* 107* 106* 99 140* 120* 112*
* - Istotny przy a. = 0,05
* - Significant at oo = 0,05
—_ 300 -
2.
g8 250 - "
GO )
N o *
» 200 -
o]
ayg 150 -
::g . .
o3 100 -
o5
28 50
3h
“LI] 0 T T T T T T 1
76 78 80 82 84 86 88 90
Dystans genetyczny (%) - Genetic distance
¢ |rok B llrok 11l rok ® Srednia z trzech |at ==L iniowa ($rednia z trzech lat)

Funkcja liniowa: y = a + bx; (a = - 648,8419; b =9,4971429)
Wspolczynnik dopasowania funkcji r = 0,85
Rys. 1. Zalezno$¢ efektu heterozji plonu ziarna zyta od dystansu genetycznego okreslonego
na podstawie marker6w molekularnych RAPD
Linear fit: y = a + bx; (a =-648.8419; b =9.4971429)
Coefficient adjust function r = 0.85
Fig. 1. Relationship between seed yield heterosis in rye and genetic distance determined with the use
of RAPD molecular markers
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Przewidywanie efektu heterozji dla plonu ziarna zyta w zaleznosci od dystansu
genetycznego okre§lonego na podstawie markeréw molekularnych RAPD i AFLP przy
zastosowaniu modeli matematycznych. Dla markeréw molekularnych RAPD funkcjg
opisujaca zalezno$¢ efektu heterozji dla plonu od dystansu genetycznego byla funkcja
liniowa (rys. 1). Wykorzystujac t¢ funkcje, mozna podja¢ probe predykeji efektu heteroz;i,
o ile warto$¢ dystansu genetycznego pomiedzy formami rodzicielskimi miesci¢ si¢ bedzie
w zakresie od 78% do 89%. Wspodtczynnik dopasowania funkcji wyniost r = 85. W
przypadku markerow molekularnych AFLP funkcjg opisujaca zaleznos¢ efektu heterozji
dla plonu od dystansu genetycznego byt wielomian trzeciego stopnia (rys. 2), aby modc
wykorzystac te funkcje do przewidywania efektu heterozji, warto$¢ dystansu genetycznego
pomigdzy formami rodzicielskimi powinna miesci¢ si¢ w zakresie od 68% do 84%.
Wspolczynnik dopasowania funkcji r = 0,96 byt wyzszy od wspodtczynnika dopasowania
funkcji dla markerow RAPD i precyzyjniej opisywat t¢ zalezno$¢.

380 -
330 -
280 -
230 +
180 -
130 -

80 T T T T T 1
60 65 70 75 80 85 90

Efekt heterozji plonu ziarna (%)
Seed yield heterosis effect
°

Dystans genetyczny (%) - Genetic distance

¢ lrok B llrok 111 rok ® S$rednia z trzech lat e \\ijelom. ($rednia z trzech lat)

Wielomian trzeciego stopnia: y=a+bx+cx"2+dx”3...(a =-209490,97, b = 8163,6144, ¢ =-105,41937, d = 0,45164107)
Wspotezynnik dopasowania funkcji r = 0,96
Rys. 2. Zalezno$¢ efektu heterozji plonu ziarna zyta od dystansu genetycznego okreslonego
na podstawie markerow molekularnych AFLP
Polynomial fit: y=a+bx+cx”2+dx"3...(a = -209490.97, b = 8163.6144, ¢ = -105.41937, d = 0.45164107)

Coefficient adjust function r = 0.96

Fig. 2. Relationship between seed yield heterosis in rye and genetic distance determined with the use
of AFLP molecular markers

Przewidywanie efektu heterozji dla plonu ziarna pszenzyta w zaleznosci od dystansu
genetycznego okre$lonego na podstawie markeréw molekularnych RAPD i AFLP przy
zastosowaniu modeli matematycznych

Zaleznos¢ efektu heterozji dla plonu od dystansu genetycznego okre$lonego przy
pomocy markeréw molekularnych RAPD opisywal wielomian trzeciego stopnia (rys. 3).
Wykorzystujac ta funkcji mozna podjac probe przewidywania efektu heterozji gdy warto$¢
dystansu genetycznego pomi¢dzy formami rodzicielskimi miesci¢ si¢ bedzie w zakresie od
80% do 95%. Wspdtczynnik dopasowania funkcji wynidst r = 84. Funkcja liniowa
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opisywata zalezno$¢ efektu heterozji dla plonu od dystansu genetycznego okreslonego na
podstawie markeréw molekularnych AFLP (rys. 4).
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N ® 120 4
28
S5 110
2% 100 -
=
3 ©
% > 80 -
€8 10 : : : : ‘
$0 75 80 85 90 95 100
i
Dystans genetyczny (%) - Genetic distance
& |rok B llrok 11l rok ® Srednia z trzech lat Wielom. ($rednia z trzech lat)

Wielomian trzeciego stopnia: y = a+bx+cx2+dx”3... (a = 51436,586, b = -1809,0503, ¢ = 21,198483, d = -0,082568274)

Wspotczynnik dopasowania funkcji r= 0,84

Rys. 3. Zalezno$¢ efektu heterozji plonu ziarna pszenzyta od dystansu genetycznego okreslonego

na podstawie marker6w molekularnych RAPD

Polynomial fit: y = at+bx+cx 2+dx"3... (a=51436.586, b =-1809.0503, c =21.198483, d = -0.082568274)

Coefficient adjust function r = 0.84

Fig. 3. Relationship between seed yield heterosis in rye and genetic distance determined with the use

Efekt heterozji plonu ziarna (%)
Seed yield heterosis effect
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of RAPD molecular markers

85
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Dystans genetyczny (%) - genetic distance

*

I rok

B llrok 11 rok ® $rednia z trzech lat Liniowa ($rednia z trzech lat)

Rys

Funkcja liniowa: y = atbx; (a =-339,25157, b = 5,0597484)
Wspotezynnik dopasowania funkcji r = 0,98

. 4. Zaleznos¢ efektu heterozji plonu ziarna pszenzyta od dystansu genetycznego okreslonego

na podstawie markeréw molekularnych AFLP
Linear fit: y = a+bx; (a = -339.25157, b = 5.0597484)
Coefficient adjust function r = 0.98

Fig. 4. Relationship between seed yield heterosis in rye and genetic distance determined with the use

of AFLP molecular markers
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Funkcje t¢ mozna wykorzysta¢ do przewidywania efektu heterozji jezeli wartos¢ dystansu
genetycznego pomiedzy formami rodzicielskimi miesci¢ si¢ bedzie w zakresie od 86% do
94%. Wspolczynnik dopasowania funkcji r = 0,98 byt wyzszy od wspoélczynnika
dopasowania funkcji dla markeréw RAPD.

DYSKUSJA

Zyto prawdopodobnie pochodzi z Azji Mniejszej, gdzie znajduje sie wiele jego form
dzikich. Poczatkowo bylo chwastem w zasiewach pszenicy i jeczmienia (Herseg, 1986).
Zyto zajmuje w Polsce czotowe miejsce wérdd roslin zbozowych, a w uprawie s glownie
odmiany populacyjne. Polskie odmiany populacyjne stosunkowo dobrze plonuja i trudniej
je zastgpi¢ odmianami heterozyjnymi plonujacymi srednio o 10-15% wyzej. Korzysci
plynace z uzyskania wyzszego plonu pochtaniajag bowiem relatywnie wysokie koszty
produkcji materiatu siewnego odmian heterozyjnych.

Pszenzyto (Triticosecale Witt.) jest syntetycznym mieszancem mi¢dzyrodzajowym
pszenicy z zytem, tagczacym w sobie cechy gatunkow uzytych do krzyzowania. Pszenzyto
do uprawy wprowadzono stosunkowo niedawno. Bylo to mozliwe dzigki hodowli tzw.
wtornych mieszancow.

Heterozja jest zjawiskiem genetycznym do dzisiaj nie w pelni wyjasnionym. Wysunigto
wiele hipotez usitujgcych je wytlumaczyé, ale zadna do konca nie wyjasnia zjawiska.
Przypuszczalnie jest tak dlatego, ze objawy heterozji sg zbyt ztozone, aby mozna je byto
thumaczy¢ za pomoca jednego, prostego sformulowania — teorii (Adamczyk, 2004).

We wspotczesnej hodowli roslin coraz czgsciej wykorzystywane sg techniki biologii
molekularnej oparte na analizie DNA, w zwigzku z tym nieustannie prowadzi si¢ badania
nad opracowaniem nowych, skutecznych i tanszych metod otrzymywania markeréw
molekularnych, ktére beda narzedziem badawczym wszedzie tam, gdzie niezbgdna jest
analiza genotypu.

W badaniach, ktore sg przedmiotem tej pracy wykorzystano dwa typy markerow
molekularnych RAPD i AFLP. W niniejszej pracy w przypadku marker6w molekularnych
RAPD liczba wygenerowanych prazkéw polimorficznych, pozwalajacych na okreslenie
dystansu genetycznego pomigdzy komponentami rodzicielskimi mieszancow F;, wynosita
od 4 do 11 dla zyta i od 4 do 11 dla pszenzyta. Markery molekularne RAPD okazaly si¢
mniej efektywne w generowaniu polimorfizmu niz markery molekularne AFLP.

Markery molekularne AFLP generowaly wiecej prazkéw roznicujacych analizowane
genotypy niz startery uzyte w przypadku markeréw RAPD, co pozwolito na bardziej
precyzyjne oszacowanie dystansu genetycznego pomigdzy komponentami rodzicielskimi.
Liczba wygenerowanych prazkéw polimorficznych wynosita od 7 do 15 dla zyta i od 6 do
15 dla pszenzyta. Mimo réznic w liczbie wygenerowanych prazkéw polimorficznych
pomigdzy obydwoma typami markeréw oszacowany na ich podstawie dystans genetyczny
pomiedzy analizowanymi komponentami rodzicielskimi byt stosunkowo duzy. Dla zyta
dystans genetyczny okre§lony przy uzyciu markerow RAPD miescit si¢ w zakresie od 78%
do 89%, a dla markeréw AFLP od 68% do 84%. W przypadku pszenzyta dla markerow
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RAPD dystans genetyczny miescit si¢ w zakresie od 80% do 95% a w przypadku markerow
AFLP od 86% do 94%.

Bardzo wazna z punktu widzenia hodowli roélin jest mozliwo$¢ uzycia markerow
molekularnych w badaniach cech ilosciowych. Najistotniejszym miernikiem tego typu
badan jest analiza komponentéw genetycznych cechy i ustalenie, ktore czesci genomu sa
odpowiedzialne za dziedziczenie analizowanej cechy przy uzyciu markeréw molekular-
nych. W celu uzyskania wystarczajacego rozkladu statystycznego podczas mapowania
cech wielogenowych lub iloSciowych wymagane jest badanie duzych populacji.
Zmienno$¢ cech ilosciowych ma charakter ciggly, wynikajacy z naktadania si¢ skokowej
zmienno$ci mutacyjnej 1 modyfikujacych wplywow srodowiska.

Duzym przetomem w hodowli roslin bylo zastosowanie markeréw molekularnych do
badania pokrewienstwa pomi¢dzy analizowanymi obiektami oraz ustalenie ich filogenezy.
Badania taksonomiczne stanowia istotne zrodto informacji pozwalajacych zoptymalizowaé
wykorzystanie istniejacych zasobéw genowych, na przyklad poprzez wybranie
najodpowiedniejszych form do krzyzowan oddalonych (Grzebelus, Baranski, 1996).

Song i wsp. (1990) przy zastosowaniu markerow RFLP opracowali dendrogram
obrazujacy podobienstwo migdzy 38 genotypami z rodzaju Brassica. Udowodnili migdzy
innymi istnienie bliskiego pokrewienstwa pomiedzy genomami brokuta i kalafiora oraz
kapusty gltowiastej 1 jarmuzu. Wykazali, ze wraz z ewolucja rodzaju Brassica zwigkszyla
si¢ liczba chromosoméw w jego genomie.

Markery DNA uzyskane metoda RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA)
znalazly szerokie zastosowanie do badania dystansu genetycznego u wielu gatunkow roslin
uprawnych. Segregacje markerow RAPD wedlug praw Mendla oraz ich dziedziczenie
obserwowano w takich gatunkach jak: jeczmien, soja i lucerna (Williams i in.,, 1990; Echt
iin., 1992).

W rodzaju Brassica markery RAPD sg uwazane za tak samo efektywne jak markery
RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism) do szacowania wewnatrz
gatunkowego podobienstwa miedzy genotypami (Demke i in., 1992; Thorman i in., 1994;
dos Santos i in., 1994).

Badania nad podobienstwem genetycznym u réznych linii rzepaku ozimego prowadzit
Liersch i Broda (1996) dowiedli, ze linie pochodzenia europejskiego wykazaly duze
podobienstwo genetyczne, znacznie si¢ jednak r6éznity od linii azjatyckich, $wiadczy to, ze
metoda RAPD moze by¢ narzedziem mogacym ujawniaé zroznicowanie genetyczne.

W przeprowadzonych badaniach w przypadku zyta potwierdzono, ze wysokie zdolnosci
kombinacyjne wystgpuja pomigdzy liniami rodzicielskimi mieszancoéw F;: CSIN 9, CSIN
32, CSIN 2493 i CSIN 3693. Mieszance te charakteryzowaly si¢ istotnymi efektami
heterozji dla wigkszo$ci analizowanych cech struktury plonu. Linie rodzicielskie
mieszancow zyta w wigkszosci byly ze sobg spokrewnione. Niezaleznie od stopnia
pokrewienstwa dystans genetyczny pomig¢dzy tymi liniami byt duzy i wahat si¢ od 68% do
84% dla markeréw molekularnych AFLP i od 78% do 89% dla markeréw RAPD.
Mieszancami charakteryzujacymi si¢ najwigkszym wigorem byty CSIN 9 i CSIN 3693.

W badaniach wlasnych potwierdzono, ze najwyzsza zdolno$¢ kombinacyjna dla
pszenzyta wystepuje pomigdzy komponentami rodzicielskimi mieszancow F; BOHT 41 i
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BOHT 61. Mieszance te charakteryzowatly si¢ istotnymi efektami heterozji dla wigkszosci
cech struktury plonu. W $wietle otrzymanych wynikdéw mozna przypuszczaé, ze
stosunkowo niskie efekty heterozji dla pszenzyta mogg, podobnie jak dla zyta, wynika¢ ze
spokrewnienia wigkszosci komponentéw rodzicielskich. Warto nadmieni¢, ze dystans
genetyczny pomi¢dzy komponentami rodzicielskimi pszenzyta, tak samo jak w przypadku
zyta byt duzy i wahat si¢ od 86% do 94% dla markeréw AFLP i od 80% do 95% dla
markeréw RAPD. Mozna wigc przypuszczac, ze na roznice w wielkos$ci efektu heterozji u
poszczegolnych gatunkow wigkszy wptyw ma pochodzenie komponentow rodzicielskich
niz dystans genetyczny pomiedzy nimi okreslony na podstawie markerow molekularnych,
gdyz u spokrewnionych gatunkéw pomiedzy ktérymi byl duzy dystans genetyczny
wystepowal mniejszy efekt heterozji niz u gatunkéw nie spokrewnionych przy rownie
duzym dystansie genetycznym.

W ostatnim dziesigcioleciu wielu naukowcdw podjeto rowniez probe wnioskowania o
efekcie heterozji poprzez badanie dystansu genetycznego pomi¢dzy liniami rodzicielskimi
(Fabrizius i in., 1998; Tams i in., 2002).

Problem dystansu genetycznego, pokrewienstwa i zjawiska heterozji podejmowany byt
wielokrotnie miedzy innymi przez: Ajmone Marsan i wsp. (1998); Boppenmaier i wsp.
(1993); Chareosset, Essioux, (1994); Dubreuil i wsp. (1996).

Publikacje dotyczace tematu, ktore sg efektem dotychczasowych badan nie przyniosty
jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, czy podobienstwo genetyczne lub pokrewienstwo
moze by¢ podstawa do wnioskowania o efekcie heterozji. Rzeczywiscie mato jeszcze
wiemy o zjawisku heterozji i mechanizmach heterozji, potrafimy tylko wykorzysta¢ wigor
mieszancow F; tworzac odmiany heterozyjne. Jest to problem od strony genetycznej mato
poznany lecz aktualny i wazny hodowli ro$lin.

W badaniach wilasnych dotyczacych zyta podjeto rowniez probe predykcji efektu
heterozji dla plonu w oparciu o warto$¢ dystansu genetycznego pomigdzy analizowanymi
liniami rodzicielskimi. Zaleznos$¢ efektu heterozji dla plonu od dystansu genetycznego
okreslonego na podstawie markeréw AFLP opisywal wielomian trzeciego stopnia, a
wspotczynnik dopasowania dla tej funkcji wynosit r = 0,96. Zaleznos¢ efektu heterozji dla
plonu od dystansu genetycznego okreslonego na podstawie markerow RAPD opisywata
funkcja liniowa, a wspotczynnik dopasowania funkcji wynosit r = 0,85.

Dla pszenzyta, podobnie jak dla zyta, podjeto probe przewidywania efektu heterozji dla
plonu w oparciu o warto$¢ dystansu genetycznego pomigdzy analizowanymi liniami
rodzicielskimi. Zalezno§¢ efektu heterozji dla plonu od dystansu genetycznego
okreslonego na podstawie markerow AFLP opisywata funkcja liniowa, a wspotczynnik
dopasowania dla tej funkcji wynosit r = 0,98. Zalezno$¢ efektu heterozji dla plonu od
dystansu genetycznego okreslonego na podstawie markerow RAPD opisywat wielomian
trzeciego stopnia, a wspotczynnik dopasowania funkcji wynosit r = 0,84.

Na podstawie uzyskanych w tej pracy wynikéw stwierdzono, ze zar6wno markery
molekularne AFLP jak i RAPD w przypadku zyta i pszenzyta moga by¢ wykorzystane do
grupowania linii pod wzgledem pochodzenia oraz linii o niepetlnych danych o pochodzeniu.
Dobor linii rodzicielskich do krzyzowan powinien odbywac si¢ gtdéwnie z wykorzystaniem
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analizy istniejacego pomiedzy nimi pokrewienstwa, linie te powinny by¢ rowniez
testowane w warunkach polowych.

WNIOSKI

1. Badania wykazaty, ze markery molekularne RAPD i AFLP s3 przydatne do okreslania
dystansu genetycznego komponentéow rodzicielskich zyta i pszenzyta dla krzyzowan
heterozyjnych.

2. Frekwencja polimorficznych produktow amplifikacji byta wigksza w przypadku
markeréw AFLP w stosunku do markeréw RAPD, co pozwolito na bardziej precyzyjne
oszacowanie dystansu genetycznego pomigdzy komponentami rodzicielskimi w tych
gatunkach.

3. Zaréwno dla zastosowanych markerow RAPD i AFLP zaleznos$ci efektu heterozji
plonu ziarna od dystansu genetycznego najlepiej opisuja funkcje matematyczne:
wielomian trzeciego stopnia y=a+bx+cx”"2+dx"3... oraz funkcja liniowa y = a+bx.
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