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Wstepne badania zwigzku mig¢dzy efektem heterozji
mieszancow F; rzepaku ozimego (Brassica napus L.)
a dystansem genetycznym linii rodzicielskich

Preliminary investigations of relationship between heterosis effect
of F; winter rapeseed hybrids (Brassica napus L.)
and genetic distance of parental lines

Stowa kluczowe: mieszance F, efekt heterozji, dystans genetyczny, RAPD

Hodowla odmian mieszancowych rzepaku w Polsce prowadzona jest w oparciu o system genowo-
cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci CMS ogura. Dobér odpowiednich komponentéow rodziciel-
skich jest warunkiem uzyskania wysokoplonujacego pokolenia mieszancowego F;. Celem pracy byto
zbadanie zalezno$ci migdzy warto$ciami dystansu genetycznego linii rodzicielskich a efektem
heterozji u mieszancow F;. W doswiadczeniach polowych zalozonych w dwoch miejscowosciach
w sezonie wegetacyjnym 2004/2005 przebadano 18 mieszancow i ich formy rodzicielskie. Dla plonu
nasion, masy 1000 nasion, dtugosci tuszczyn, liczby nasion w tuszczynie, zawartosci chlorofilu oraz
zawarto$ci thuszczu wykonano obliczenia $rednich warto$ci cech, efektu heterozji i wspoltezynnikow
zmiennosci. Obliczone korelacje wykazaly pozytywna zalezno$¢ migdzy wartosciami dystansu gene-
tycznego linii rodzicielskich, wyznaczonych na podstawie 150 polimorficznych markeréw RAPD,
a heterozja w plonie nasion mieszancéw F;. Kombinacje mieszancowe, dla ktoérych otrzymano naj-
wyzsze wartosci dystansu genetycznego charakteryzowaty si¢ wysokim efektem heterozji dla bada-
nych cech.

Key words: F; hybrids, heterosis effect, genetic distance, RAPD

The breeding of oilseed rape hybrid cultivars in Poland is based on the CMS ogura system.
The proper selection of both parental components of hybrid cultivar is required in order to obtain
F, hybrid progeny characterized by high yield of seeds. The aim of this work was to investigate
a correlation between genetic distance values of parental lines and heterosis effect revealed by F,
hybrids. In vegetative season 2004/2005 eighteen F; hybrids and their parental lines were examined
in the field trials conducted in two localities. For yield of seeds, 1000 seeds weight, length of pods,
number of seeds per pod, chlorophyll content and oil content mean trait values, heterosis effect and
coefficients of variability were estimated. Positive correlations were obtained between genetic
distance values of parental lines, based on 150 polymorphic RAPD markers and F; hybrid heterosis
effect in seeds yield. Hybrid combinations with the highest values of genetic distance were
characterized by a high heterosis effect of investigated traits.
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Wstep

Wykorzystujac efekt heterozji mozna uzyskaé znacznie wyzszy plon nasion
rzepaku w porownaniu do plonowania najlepszych odmian populacyjnych
(Bartkowiak-Broda 1998). Badania przeprowadzone na réznym materiale gene-
tycznym, stwierdzajace wystepowanie efektu heterozji w plonie nasion rzepaku
(Bartkowiak-Broda 1977, 1998; Grabiec 1981; Lefort-Buson i Dattée 1982; Grant
i Beversdorf 1985; Krzymanski i in. 1983, 1992, 1993, 1994, 1998; Liersch i in.
2000) oraz odkrycie genetycznych systemow kontrolujacych zapylenie krzyzowe
u rzepaku umozliwily rozwdj hodowli odmian mieszancowych.

W Polsce prace hodowlane nad odmianami mieszancowymi rzepaku opieraja
si¢ na systemie CMS ogura, ktéry znaleziono u rzodkwi (Ogura 1968) i przenie-
siono do genotypu rzepaku (Bannerot i in. 1974). Przy wykorzystaniu tego systemu
hodowane sa réznego typu odmiany mieszancowe: mieszance ztozone, mieszance
mieszane, a po uzyskaniu linii restorerow o ulepszonej jakosci i plennosci,
zrestorowane mieszance pokolenia F; (Liersch i in. 2000, Poptawska i in. 2001,
Bartkowiak-Broda i in. 2003).

Najwazniejszym etapem w hodowli odmian mieszancowych jest identyfikacja
kombinacji linii rodzicielskich dajacych duzy efekt heterozji. Rodzice posiadajacy
rozne allele dla wiekszosci loci warunkujacych dana ceche powinni produkowaé
mieszance z wigkszym efektem heterozji (Liu i in. 1999). W tym celu w progra-
mach hodowlanych dokonuje si¢ oceny dystansu genetycznego komponentow
rodzicielskich na podstawie ich polimorfizmu na poziomie DNA.

Do badania pokrewienstwa materiatdéw ros§linnych wykorzystuje si¢ roznego
typu markery DNA:

e  RFLP (ang. restriction fragment length polymorphism) — polimorfizm dtugosci
restrykcyjnych fragmentow,

e  RAPD (ang. random amplified polymorphic DNA) — losowo amplifikowany
polimorficzny DNA,

e  AFLP (ang. amplified fragments length polymorphism) — polimorfizm dtugosci
amplifikowanego fragmentu,

e SSR (ang. single sequence repeat) — powtorzenia pojedynczych sekwencji
tzw. mikrosatelity.

Technika RAPD jest obecnie jedna z prostszych metod oceny zrdznicowania
genetycznego, pozwalajaca na szybka oceng duzej liczby linii. Jako pierwsi za-
stosowali ja Hu i Quiros (1991) do fingerprintingu odmian brokuta oraz kalafiora
1 stwierdzili uzyteczno$¢ markerow RAPD w ocenie odrgbnosci genetycznej i wew-
ne¢trznej jednorodno$ci odmian. Efektywno§¢ markerow RAPD w badaniach nad
Brassica jest porownywalna do RFLP (Demeke i in. 1992, Thormann i in. 1994,
dos Santos i in. 1994).
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Celem pracy bylo zbadanie zaleznosci migdzy dystansem genetycznym kom-
ponentdéw rodzicielskich mieszancéw wyznaczonym na podstawie markeréw RAPD
a efektem heterozji mieszancow F; rzepaku ozimego.

Material i metodyka

Material badawczy stanowito 18 zrestorowanych mieszancow F, rzepaku
ozimego oraz ich formy rodzicielskie: 4 linie CMS ogura i 6 linii restorerow,
pochodzace z materialow Zaktadu Genetyki i Hodowli Ros$lin Oleistych IHAR
w Poznaniu (tab. 1).

Tabela 1
Mieszance F; rzepaku ozimego i ich formy rodzicielskie badane w do§wiadczeniach polo-
wych w dwoch miejscowosciach (Borowo 1 Zielgein) w sezonie wegetacyjnym 2004/2005
F, winter rapeseed hybrids and their parental lines investigated in field trials in two
localities in vegetative season 2004/2005

Mieszance F, Linia mateczna CMS ogura Linia ojcowska restorer
F, Hybrids Maternal line Parental line
M4/03 142/02 1015/03
M6/03 142/02 1031/03
M7/03 142/02 1133/03
M8/03 142/02 1147/03
MO9/03 142/02 1171/03
M10/03 142/02 1640/03
M15/03 152/02 1133/03
M16/03 152/02 1147/03
M17/03 152/02 1171/03
M18/03 152/02 1640/03
M24/03 170/02 1133/03
M25/03 170/02 1147/03
M26/03 170/02 1171/03
M27/03 170/02 1640/03
M33/03 1120/03 1133/03
M34/03 1120/03 1147/03
M35/03 1120/03 1171/03
M36/03 1120/03 1640/03

Mieszance i1 ich linie rodzicielskie oceniano w sezonie wegetacyjnym
2004/2005 w doswiadczeniach polowych w dwoch miejscowosciach: w Borowie
— Oddziat HR Strzelce oraz w Rolniczym Zaktadzie Doswiadczalnym Wieli-
chowo — Zielecin.
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Doswiadczenia przeprowadzono w uktadzie kompletnych blokéw zrando-
mizowanych, w czterech powtorzeniach, z trzema odmianami wzorcowymi: Lisek,
Kronos F, i Californium. Powierzchnia poletek doswiadczalnych wynosita 10 m?,

Oceny plonu dokonano na podstawie zbioru nasion z catych poletek. Oceniano
takze sktadniki plonu: masg 1000 nasion, dlugos¢ tuszczyn i liczbg nasion w tusz-
czynie. Z kazdego poletka pobierano po 25 tuszczyn ze $rodkowej czgsci rosliny
(po 100 tuszczyn z kazdego obiektu).

Zawarto$¢ chlorofilu mierzono chlorometrem N tester SPAD—502 (ang. Soil
Plant Analysis Development) po wiosennym ruszeniu wegetacji. Procentowa zawar-
tos¢ thuszczu w nasionach oznaczono za pomoca analizatora NMR firmy Newport.

Wyniki opracowano statystycznie stosujac program SERGEN (1998), Statistica
oraz arkusz kalkulacyjny MS Excel. Efekt heterozji wyliczono w procentach
w stosunku do sredniej form rodzicielskich.

Materiaty i metodyka oraz wyniki dotyczace oceny dystansu genetycznego
linii rodzicielskich mieszancow F, za pomoca markeréw RAPD zostaty przedsta-
wione w pracy Nowakowskiej i in. (2004).

Wyniki

Sredni plon nasion mieszancow wyniost 44,81 dt/ha i byt wyzszy od rednich
wartosci dla linii rodzicielskich (42,50 i 33,44 dt/ha). Réznice pomigdzy $rednim
plonem linii matecznych, ojcowskich i mieszancéw byly istotne (F =52,12*%*).
Najwyzszym plonem charakteryzowal si¢ mieszaniec M27/03 (49,56 dt/ha), ktéry
pod wzgledem tej cechy przewyzszyl odmiang wzorcowa Lisek (48,83 dt/ha).
Najnizej plonowal mieszaniec M25/03 (35,99 dt/ha) (tab. 2).

Sredni efekt heterozji dla plonu nasion wyniost 18,36%. Najwyzszy efekt
heterozji wystapit u mieszanca M7/03 (31,12%), najnizszy u mieszanca M33/03
(6,32%) (tab. 2).

Linie mateczne badanych mieszancoéw nie ro6znity si¢ znaczaco pod wzgledem
plonu nasion, podczas gdy linie ojcowskie byly istotnie zréznicowane i charakte-
ryzowaly si¢ wigksza zmienno$cig (17,61) w pordéwnaniu do mieszancow (6,87)
i linii matecznych (3,41) (tab. 2). Sredni plon nasion linii matecznych byt istotnie
wyzszy od sredniego plonu linii ojcowskich (F = 38,3%*).

Analizujac sktadniki plonu stwierdzono, ze zmienno$¢ dla mieszancow i ich
linii rodzicielskich nie byta wysoka i wystepowata na podobnym poziomie. Sredni
efekt heterozji odnotowano zaréwno dla dlugosci luszczyn, jak i liczby nasion
w tuszczynie — odpowiednio 3,51 i 7,30%. Natomiast w masie 1000 nasion efekt
heterozji nie wystapit (tab. 3). Nasiona mieszancow byly mniejsze niz nasiona linii
rodzicielskich.
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Tabela 3
Charakterystyka mieszancéw F; i ich form rodzicielskich badanych w do§wiadczeniach
polowych 2004/2005 — Characteristics of F; hybrids and their parental lines investigated
in field trials 2004/2005

. , Linie Linie Sredni efekt heterozji

Cecljna Mlesze_mce mateczne ojcowskie | Mean heterosis effect

Trait Hybrids Maternal lines | Parental lines [%]
Plon nasion — Yield of seeds [dt/ha]
Srednia — Mean 44,81 42,50 33,44 18,36
Zakres — Range 35,99 = 49,56 | 38,85 + 43,96 | 26,61 ~ 40,74 6,32 + 31,12
Wspolezynnik zmiennosci 6,87 3,41 17,61 45,53
Coefficient of variability
Srednie wzorcéw — Means of standards
Lisek 48,83
Kronos F, 54,65
Californium 50,85
Masa 1000 nasion — 1000 seeds weight [g]
Srednia — Mean 4,42 5,14 4,80 -11,04
Zakres — Range 4,02 +4,75 481+541 | 431+545 22,16 +-2,78
Wspotezynnik zmiennosci 4,30 4,09 7,92 -51,99
Coefficient of variability
Srednie wzorcoéw — Means of standards
Lisek 4,07
Kronos F; 4,07
Californium 4,53
Dlugos$é tuszczyn — Length of pods [mm]
Srednia — Mean 75,13 76,13 68,84 3,51
Zakres — Range 79,67 + 70,18 | 80,13 +~72,43 | 71,68 + 60,29 8,81 +-3,09
Wspotezynnik zmiennos$ci 3,10 3,51 5,03 86,04
Coefficient of variability
Srednie wzorcow — Means of standards
Lisek 76,95
Kronos F; 80,16
Californium 73,27
Liczba nasion w tuszczynie — Number of seeds per pod [szt.]
Srednia — Mean 23,27 22,15 21,41 73
Zakres — Range 21,64 +26,02 | 19,62 +26,74 | 14,02 +~ 23,94 -2,18 +25,16
Wspoélezynnik zmiennosci 5,63 7,13 14,34 103,29
Coefficient of variability
Srednie wzorcow — Means of standards
Lisek 27,64
Kronos F; 29,08
Californium 2791
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ciag dalszy tabeli 3
Zawarto$¢ chlorofilu — Chlorophyll content [jedn. SPAD]
Srednia — Mean 833,07 819,64 828,99 1,05
Zakres — Range 759,50 + 878,50 | 789,75 + 853,25 | 785,50 + 886,00 | -5,24 + 6,42
Wspotezynnik zmiennosci 3,32 2,56 2,82 255,24
Coefficient of variability
Srednie wzorcow — Means of standards
Lisek 769,00
Kronos F,; 791,50
Californium 772,75
Zawarto$¢ thuszczu — Oil content [%]
Srednia — Mean 44,50 45,19 41,43 2,75
Zakres — Range 43,25 + 46,50 44,13 + 47,38 40,28 ~ 42,54 0,23 +4,15
Wspotezynnik zmiennosci 1,82 2,50 2,32 40,36
Coefficient of variability
Srednie wzorcow — Means of standards
Lisek 43,24
Kronos F; 42,15
Californium 44,23

Mieszance F, i linie rodzicielskie odznaczaly si¢ nieco wigksza zawartoScia
chlorofilu w poréwnaniu z odmianami wzorcowymi. Dla tej cechy zaobserwowano
sredni efekt heterozji wielkosci 1,05% (tab. 3).

Zmienno$¢ zawartosci tluszczu byla bardzo niska zaréwno dla mieszancow
(1,82), jak i ich form rodzicielskich (2,50 i 2,32). Srednia zawartos¢ thiszczu dla
mieszancow (44,50%) i ich linii matecznych (45,19%) byta wyzsza w stosunku do
odmian wzorcowych. Efekt heterozji dla tej cechy wyniost 2,75% (tab. 3).

W tabeli 4 poréwnano wartosci dystansu genetycznego linii rodzicielskich
mieszancow z efektami heterozji dla plonu i jego sktadnikéw. Dla mieszancow
M9/03 i M17/03 otrzymano najwigksze wartosci dystansu genetycznego (0,8315
i 0,8160). Mieszance te charakteryzowaty si¢ takze wysokimi efektami heterozji
w plonie nasion (25,06 1 30,90%) oraz w dtugosci tuszczyn (8,36 1 8,81%) i liczbie
nasion w tuszczynie (25,16 i 21,36%). Linia ojcowska tych kombinacji byta linia
restorera 1171/03, wyselekcjonowana z linii francuskiej BO 20 (rys. 1). Pozostate
linie restorery pochodzitly z segregujacej populacji rekombinantéw innej linii
restorera BO 09, wyprowadzonej w hodowli francuskiej, z polska linia podwdjnie
ulepszona (,,00”) oraz z meskosterylna linia ,,00” CMS ogura (rys. 1).

Obliczone korelacje wykazaly dodatnia zaleznos¢ migdzy wartoscia dystansu
genetycznego a efektem heterozji w plonie nasion i efektem heterozji w liczbie
nasion w luszczynie (tab. 5). Takze wykres regresji (rys. 2) wskazuje na zaleznos¢
heterozji w plonie nasion mieszancow F; od wartosci dystansu genetycznego
uzyskanego dla linii rodzicielskich mieszancow.
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Tabela 5
Wspotczynniki korelacji dystansu genetycznego z plonem nasion i sktadnikami plonu
mieszancOw oraz z efektami heterozji dla tych cech — Correlation coefficients between
genetic distance and yield of seeds and yield components of hybrids and heterosis effects
for this trait

Cecha — Trait 1 2 3
1. Dystans genetyczny 1
Genetic distance
2. Plon nasion mieszanca F, 0,27 1
Yield of seeds
3. Efekt heterozji w plonie nasion 0,58%* 0,39 1
Heterosis effect in yield of seeds
1. Dystans genetyczny 1
Genetic distance
2. Dlugos¢ tuszczyn -0,50%* 1
Length of pods
3. Efekt heterozji w dlugosci tuszczyn 0,40 0,40 1

Heterosis effect in the length of pods

1. Dystans genetyczny 1
Genetic distance

2. Liczba nasion w tuszczynie -0,74%* 1
Number of seeds per pod

3. Efekt heterozji w liczbie nasion w tuszczynie 0,50%* -0,08 1
Heterosis effect in the number of seeds per pod

Dyskusja

Polimorfizm wykrywany na poziomie DNA umozliwia analiz¢ duzej liczby
loci rozmieszczonych w réznych regionach chromosoméw. Pozwala on na uzys-
kanie wieloprazkowych obrazéw §wiadczacych o genetycznej réznorodnosci geno-
typow, a uzyty do analizy materiatéw wyj$ciowych w hodowli, dostarcza informacji
niezbednych dla podjecia decyzji o optymalnym schemacie krzyzowania (Milczarski
iin. 2001).

W prezentowanej pracy uzyskano dodatnia korelacj¢ migdzy dystansem
genetycznym linii rodzicielskich, ocenionym na podstawie markeréw RAPD,
a heterozja w plonie nasion mieszancoéw F, (r = 0,58). Takze Lanza i in. (1997), sto-
sujac markery RAPD, wykazali u kukurydzy dodatnia korelacjg dystansu genetycz-
nego z heterozja, natomiast brak takiej korelacji odnotowano u pszenicy (Liu i in.
1999) i Brassica juncea (Jain i in. 1994). Zréznicowanie powyzszych wynikow ma
prawdopodobnie zwiazek z tym, ze dystans genetyczny mierzony na podstawie
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Rys. 2. Zaleznos¢ plonu nasion i heterozji w plonie nasion mieszancéw F; od dystansu genetycznego
linii rodzicielskich — Dependence of yield of seeds and heterosis in F; seed yield on genetic distance
of parental lines of hybrids
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markerow RAPD ukazuje podobienstwo przewaznie niekodujacych regionow
w genomie (Helms i in. 1997), gdy tymczasem wedlug Diers i in. (1996) i Zhang
i in. (1996) heterozje mozna tatwiej przewidzie¢ stosujac markery zwiazane z loci
cech ilosciowych (ang. QTL — quantitative trait loci). Pejie i in. (1998) stwierdzili,
ze bledy w szacowaniu dystansu genetycznego metoda RAPD moga by¢ takze
wynikiem zastosowania zbyt matej liczby polimorficznych starterow. W przed-
stawionej pracy heterozje w plonie nasion porownywano z dystansem genetycz-
nym wyznaczonym na podstawie 150 réznicujacych prazkow, wygenerowanych
przez 44 startery (Nowakowska i in. 2004). Wedhug Halldéna i in. (1994) wraz ze
wzrostem starterow lub prazkow uzytych do analizy rzepaku nastgpuje obnizenie
wariancji w ocenie genetycznej roznorodnosci materialu roslinnego, a prawdopo-
dobienstwo btedu w technice RAPD zalezy od liczby polimorficznych starterow
(dla 10-12 starteréw wynosi ponizej 1/100, a dla 20-22 starteréw ponizej 1/1000).

Analizujac pochodzenie linii restoreréw (rys. 1) stwierdzono, ze linia 1171/03
wywodzaca si¢ z francuskiej liniit BO 20 w kombinacjach z liniami matecznymi
charakteryzowata si¢ najwyzszymi warto§ciami dystansu genetycznego i dawala
mieszance o wysokim efekcie heterozji w poréwnaniu do pozostalych linii
restorerow wykorzystanych do krzyzowan, ktore posiadaty wspodlne tlo genetyczne
z liniami CMS ogura. Obserwacje te sa zgodne z wynikami uzyskanymi przez
Riaz i in. (2001), ktérzy badajac markery SRAP (ang. sequence related amplified
polymorphism) u rzepaku odnotowali najwyzsza heterozj¢ w plonie nasion u mie-
szancow uzyskanych przez krzyzowanie rodzicéw genetycznie bardziej zroznico-
wanych. Takze Liu i in. (1999) stwierdzili, ze linie rodzicielskie o duzym dystansie
genetycznym moga produkowaé mieszance charakteryzujace si¢ lepszym plono-
waniem. Jednak nalezy zwroci¢ uwage, ze w badanym materiale wysoki efekt hete-
rozji powiazany z duzym dystansem genetycznym linii rodzicielskich nie zawsze
decyduje o najwyzszym plonie. Jest to spowodowane istotnie nizsza plennoscia
linii ojcowskich.

U mieszancow F; zaobserwowano efekt heterozji w liczbie nasion w lusz-
czynie i dlugosci tuszczyn, natomiast nie stwierdzono go w masie 1000 nasion.
Podobne wyniki uzyskali rowniez Kudta (1996) badajac efekty heterozji u mie-
szancoéw F linii wsobnych rzepaku ozimego oraz Liersch i in. (2004), ktorzy bada-
jac mieszance F; CMS ogura stwierdzili, ze $redni efekt heterozji dla sktadnikow
plonu byt najnizszy dla masy 1000 nasion.

W przedstawionych badaniach najbardziej istotna wydaje si¢ by¢ mozliwos¢
powiazania wynikéw laboratoryjnych oceny dystansu genetycznego linii rodziciel-
skich z obserwowanym w warunkach polowych efektem heterozji u mieszancow F;.
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Whioski

Sredni efekt heterozji w pokoleniu F; byt najwyzszy dla plonu nasion.

2.  Sposrod sktadnikéw plonu stwierdzono efekt heterozji dla liczby nasion
w tuszczynie 1 dtugosci tuszezyn, natomiast nie wystapit on dla masy 1000
nasion.

3. Dystans genetyczny linii rodzicielskich uzyskany na podstawie markerow
RAPD byl dodatnio skorelowany z wielkoscia efektu heterozji w plonie
nasion mieszancow F;

4. Uzyskane wyniki wskazuja na mozliwo$¢ przewidywania efektu heterozji na
podstawie dystansu genetycznego, ocenionego za pomoca markerow mole-
kularnych typu RAPD, jakkolwiek wniosku tego nie mozna uogoélnia¢ dla
wszystkich kombinacji mieszancowych ze wzgledu na niewielka liczbg
badanych mieszancow oraz oceng plonu tylko w dwoch srodowiskach.
Badania te wymagaja kontynuacji.
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