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UWAGI METODYCZNE O HODOWLI RADIACYJNEJ ROSLIN

Pierwsze proby otrzymania mutantéw przy pomocy promieni jonizu-
jacych polegaly na napromienieniu pewnej liczby nasion oraz na obser-
wacji potomstwa napromienionych roslin. Wiasciwg selekcje mutantow
przeprowadzano w drugim pokoleniu mutacyjnym (M,). Stosowano kilka
dawek promieniowania, a w celu otrzymania drugiego pokolenia wysie-
wano wszystkie nasiona zebrane z roslin pokolenia M, tj. roslin bezpo-
srednio napromienionych lub wyrostych z napromienionych nasion.

Stopniowe ulepszenia stosowanej metodyki polegaly na dazemu do
uzyskania maksymalnej ilosci mutacji wséréd mozliwie matej ilosci
ro§lin M,. Za wlaéciwych twoércow metody hodowli radiecyjne]
roslin nalezy uwazaé¢ hodowcéw niemieckich Freislebena i Leina. Wpro-
wadzone przez nich zmiany to przede wszystkim stosowanie jak naj-
mniejszej iloéci dawek promieniowania oraz zmniejszenie liczby roslin
M,. Liczba ro$lin, obserwowanych w M,, jest iloczynem liczby linii
(czyli potomstw pojedynczych klosow czy roslin M,) oraz liczby roslin
w linii. Freisleben i Lein stwierdzili, ze celowe jest stosowanie duzej
liczby linii w M,, przy minimalnej liczbie roslin w peszczegolnych liniach.

Wyniki uzyskane w czasie, ktéry uplynal od chwili opublikowania
badan Freislebena i Leina, calkowicie potwierdzilty ich koncepcje. Obecnie
dazy sie do stosowania jednej tylko dawki promieniowania, tzw. dawki
optymalnej. Jest to dawka, po zastosowaniu ktorej mozna oczekiwaé
maksymalnej ilosci mutacji w napromienionym materiale. Ilos¢ mutacji
indukowanych przy pomocy promieniowania zwigksza si¢ wraz ze wzro-
stem dawki. Rownoczesnie jednak wzrasta stopien sterylnosci roslin M,,
co w efekcie powoduje zmniejszenie si¢ absolutnej liczby roslin pokole-
nia M, Dawka optymalna ma wiec zapewni¢ mozliwie wysoky liczbe
mutacji przy dopuszczalnym jeszcze spadku ptodnosci.

Wybor dawki przeprowadzamy na podstawie wynikéw testu zaha-
mowania wzrostu siewek. Stwierdzono bowiem, ze istnieje wyrazna
korelacja miedzy liczbg ro$lin, ktére osiagng stopien dojrzatosci -— czyli
ktore przezyja dziatanie danej dawki, a stopniem zahamowania wzrostu
siewek. Niewielkie probki nasion napromieniuje si¢ szeregiem dawek,
a nastepnie mierzy sie stopien zahamowania wzrostu pierwszych lisci.
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Dawka, powodujgca ze wysokos¢ siewek osigga 20—40%0 wysokosci
siewek kontrolnych, spowoduje réwniez spadek przezywalnosci do
10—20%0 przezywalnosci roslin kontrolnych. Ta wlasnie dawka uwazana
jest za najbardziej odpowiednig dla celow radiacyjnej hodowli roslin.
Niektorzy hodowcy zalecajg stosowanie dawek nawet jeszcze wyzszych,
ktore powodujg 5% przezywalnos¢. Wydaje sie jednak, ze dawki tego
rzedu powodowac¢ bedg zbyt duzg sterylnos¢ roslin M,, aby mogly by¢
oplacalne. '

W ostatnich latach pojawilo sie rowniez kilka prac nad ustaleniem
optymalnej liczebnos$ci pokolenia M,. Jak wiadomo, wiekszos¢ induko-
wanych mutacji ma charakter recesywny, stad koniecznos¢ przeprowa-
dzania selekcji w drugim pokoleniu, otrzymanym przez samozapylenie
roslin M,;. Powstaje zagadnienie, czy nalezy wysiewa¢ wszystkie nasiona
zebrane z roslin M,, czyli uzyskiwa¢ duze linie M,, czy tez lepsze
bedzie uzyskiwanie licznych, choé¢ o niewielkiej liczbie osobnikéw, linii M,.

Rozwazania teoretyczne na ten temat opublikowal m.in. Yoshida.
Wyszedl on z zalozenia, ze czynnikiem limitujgcym liczebnos¢ M, jest
obszar, jaki mozna przeznaczy¢ pod uprawe roslin M,. Zdaniem Yoshidy,
nalezy znalezé optymalng relacje miedzy iloscig linii M, a liczbg osobni-
kow w poszczegoélnych liniach.

Najstarszg z metod hodowli radiacyjnej jest tzw. metoda kilosowo-
-rzedowa (A). Polega ona na tym, ze w oddzielne rzedy wysiewa sie
nasiona poszczegélnych klosow lub roslin M;. Mozna przy tym wysiewac
badz wszystkie nasiona zebrane z danej ro$liny lub znajdujgce sie¢ w jed-
nym klosie, bagdz tez liczba wysianych nasion moze ulec zmniejszeniu.
Nybom wysiewal po 20 nasion z poszczegélnych klosow jeczmienia,
stosujac okolo 2000 linii, co daje lgczng liczbe 40 000 osobnikoéw pokole-
nia M,. Nishimura wysiewal po 2000—4000 linii M,, przy czym linie
zawieraly po 20—50 sztuk roslin ryzu. Biorgc $rednio 3000 linii, po 35
roélin w obrebie linii, otrzymamy 105 000 roslin M,. Zamiast tej metody
Yoshida proponuje stosowanie tzw. ulepszonej metody klosowo-rzedo-
wej (B).

Metoda ta opiera sie na nastepujgcym rozumowaniu statystycznym.
Aby ustali¢ optymalng liczebno$¢ pokolenia M,, nalezy wzig¢ pod uwage
prawdopodobienstwo wystgpienia w M, linii, ktora zawieralaby co naj-
maiej jedng — lub wiecej — pozadang mutacje. Trzeba tez rozpatrzyc
rrawdopodobienstwo wykrycia tej linii podczas przeprowadzania selekcji
wsérod roslin M,.

Jezeli przez m, oznaczymy liczbe linii M,, to jest linii otrzymanych
przez wysiew nasion zebranych z poszczeg6lnych kloséw lub roslin
pokolenia M;, a przez m oznaczymy liczbe roslin w pojedynczej linii, to
ogoblna liczba roslin w pokoleniu M, rowna jest iloczynowi m*n.
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~ Oznaczmy teraz przez p; prawdopodobienstwo wystgpienia w M, linii
zawierajgcej przynajmniej jedng — lub wiecej — pozgdang mutacje,
a przez q; oznaczmy prawdopodobienstwo nie wystgpienia takiej linii.
Odpowiednio przez p, oznaczmy prawdopodobienstwo wykrycia tej po-
zgdanej mutacji w linii pokolenia M,, oraz przez q, oznaczmy prawdo-
podobienstwo nie wykrycia tej linii. Oczywiste jest, ze p, +q; =1
oraz odpowiednio p, + g, = 1. Zaleznos$ci matematyczne przedstawiajg
sie nastepujgco:

log 1—Pp) log (1 —Pn)
m = A n= ——
log q, log q,
log (1—Pm)*log (1—Pn) {log (1 —Py)}?
n= —— oraz m*n =
log q, *log q, log g, *log q.
gdzie: P,, — oznacza prawdopodobienstwo wykrycia przynajmniej je-

dnej lub wiecej linii zawierajgcej jedng lub wigcej pozg-
danych mutacji sposrod m linii M,;

P, — prawdopodobienstwo wykrycia co najmniej jednego poza-
danego mutanta wsréd n roslin jednej linii pokolenia M,;
P, — prawdopodobienstwo wykrycia co najmniej jednego poza-

danego mutanta ws$rod m linii lub 7= roslin, gdy P, = P,.

Iloczyn m * n oznacza ogblng liczbe obserwowanych roslin M,; liczba
ta musi byé odpowiednio duza, aby mogly wystapi¢ oczekiwane mutacje.
Iloczyn Pn " P, oznacza prawdopodobienstwo wykrycia co najmnie]
jednego pozadanego mutanta wsrod m °n roslin pokolenia M, Wartosci
P, i P, muszg by¢ znane; okreslamy je na podstawie danych ekspery-
mentalnych.

Dazeniem hodowcéw ro$lin jest uzyskanie takiej wartosci iloczynu
P, ° P,, ktora bylaby bliska jednosci, przy jednoczesnie mozliwie malej
wartosci iloczynu m * n. Przytoczone réwnania mogg miec¢ zastosowanie
praktyczne, poniewaz w hodowli radiacyjne] roSlin operuje sie duzymi
liczebnosciami w pokoleniu M,. Iloczyn m *n osiaga swg wartos¢ mini-
malng, gdy P, = P,.

Powyzsze rozumowanie stanowi podstawe zaproponowanej przez
Yoshide ulepszonej metody klosowo-rzedowej.

. Biorgc pod uwage szereg prac, w ktérych podane zostaly czestoSci
pojawiania sie mutacji indukowanych promieniowaniem, Yoshida przyj-
muje, ze w przypadku jeczmienia p; wynosi 1/740, zas w przypadku
ryzu — 1/100. Maksymalna warto$¢ p, dla mutacji recesywnej powinna
wynosi¢ 1/4, poniewaz rosliny M, sg najczesciej chimerami, jak réwniez
wskutek eliminacji gamet warto$¢ p, wynosi $rednio 1/5, zaréwno dla
jeczmienia jak i dla ryzu.
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Tabela 1

Poréwnanie metod A i B. Dane dla metody B obliczono na podstawie danych
rzeczywistych, uzyskanych przez Nyboma (jeczmien) oraz Nishimure (ryz)
dla metody A (Wg Yoshidy 1962)

Met oda A . Meto _d a B
| Dane |
- o0 Dane
. Dane Nyboma \ Nishi- l Dane Nyboma Nishimury
| B . mury
m 2000 2000 2000 3000 2457 2317 2388 2719 3918 848 366 527
D; 1/824 1/667 1/740 1/100 1/824 1/667 1/740 1/740 1/740 1/100 1/100 1/100
P (%) 91,19 95,02 93,31 100— 94,94 96,91 96,04 97,47 99,50 99,98 97,47 99,50
—(8.10—12)
n 20 20 20 35 134 156 145 16,5 23,7 38,2 16,5 23,7
D> 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5

P,(%) 98385 98,85 98,85 99,96 94,94 96,91 96,04 9747 99,50 99,98 9747 99,50
m.n 40000 40000 40000 105000 32924 36145 34626 44864 92857 32394 6039 124°0

W tabeli 1 podano obliczenia pozwalajgce na porownanie obu metod —
A i B. Przy zalozeniu, ze liczba roslin M, jest stala, korzystne jest
zmniejszenie liczby roslin w linii i odpowiednie zwiekszenie liczby
linii. W przypadku jeczmienia, gdy p; = 1/740 oraz gdy p, = 1/5, zas
obserwowana liczba roslin M, wynosi 4000 a liczba linii 2000, prawdo-
podobienstwo wykrycia chociaz jednego mutanta ma wartos¢ 92,24%.
Odpowiednio zmniejszajgc liczbe roslin w linii z 20 do 16,5 (Srednio)
oraz zwiekszajgc liczbe linii z 2000 do 2719, powoduje sie¢ wzrost prawdo-
podobienstwa wykrycia przynajmniej jednego mutanta do 95%.

Dalsze zwiekszenie prawdopodobienstwa do 99% wymaga zwiekszenia
ogblnej liczby obserwowanych roslin M, do 92857, przy czym liczba
linii powinna wynosi¢ 3918, przy 23,7 roslinach w linii. Obliczenia
wedlug metody A przedstawione w tabeli 1 obok obliczen metodg B.
wykazujg przewage metody B. Roznica ta uwydatnia sie jeszcze bardziej
przy por6wnaniu danych dotyczacych ryzu, gdzie p; = 1/100. Aby osig-
gna¢ prawdopodobienstwo wykrycia mutanta réwne 99,96%, trzeba
obserwowaé 32 394 roslin M, w metodzie B oraz az 105 000 roslin przy
metodzie A.

Korzysci, wynikajace ze stosowania metody Yoshidy, sg oczywiste.
NM.etoda ta jest szczegdlnie cenna, gdy poszukiwane mutacje sg trudno
wykrywalne. Jezeli pozgdane mutacje nalezg do latwo wykrywalnych
sposrdéd obserwowanych roslin M,, mozna stosowa¢ inne metody, pole-
gajgce na dalszej redukcji liczby roslin w liniach M,, przy réwnoczesnym
zwiekszeniu liczby linii. Nalezg tu nastepujgce metody: wysiewanie tylko
1 ziarna z ro$liny M; w celu ofrzymania linii M, (metoda C); wysiewanie
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Tabela 2

Wartosci iloczynu m.n dla metod A i B przy roinych wartosSciach p; ¢ p.;
liczby gorne: P = P2r = (0,95; liczby dowolne: P = P2r = 0,99 (Wg Yoshidy, 1962)

Metoda B Metoda C

D, 1/4 1/5 1/6 1/4 1/5 1/6

y 12,7 16,5 20,1 1 1 1

ny m 18,4 23,7 29,1 1 1 1
1/2 5,3 67,3 87,5 107 22,4 284 344
7,6 140 180 221 34,5 43,7 52,9
1/5 16,5 210 272 332 58,4 734 88,4
23,7 436 562 690 89,8 113 136
V10 34,9 443 576 702 119 149 176
50,3 926 1192 1464 182 223 274
1/50 182 2311 3003 3658 598 748 898
262 4821 6209 7624 919 1149 1330
1/100 366 4648 6039 7357 1197 1497 1796
527 9698 12490 15336 1840 2300 2761
1/200 734 9322 12111 14753 2396 2095 3595
1057 19449 25051 30759 3682 4603 5525
1/300 1101 13983 18167 22130 3595 4491 5392
1587 29201 37612 46182 5525 6904 8289
1/500 1837 23330 30311 36924 5991 7491 8986
2646 48686 62710 76999 9209 11515 13818
1/700 2672 32664 42438 51697 8389 10484 12583
3707 68209 87856 107874 12895 16117 19343
1/1000 3675 46673 60633 73868 11981 14972 17971
5296 97446 125515 154114 18417 23016 27625
1/2000 7352 93370 121308 1477175 23961 29978 36040
10594 194930 251078 308285 36833 46083 55402
1/3000 11028 140056 181962 221663 36040 44864 53085
15891 292394 376617 462428 55402 . 68966 82988
1/5000 18376 233375 303204 369358 59956 7ATT2 89727
26479 487214 627552 770539 92166 114943 137931
1/7000 25756 327101 424974 517696 83938 104922 125009
37113 682888 879578 1079988 129033 161291 192308
1/16000 36795 467297 607118 739580 119361 149544 176771
53019 975550 1256550 1542853 183487 220885 271740

9 ziarn z rosliny M; (metoda D); wysiewanie 3 ziarn z rosliny M,

(metoda E).

Stosunkowo czesto stosuje sie wysiew jednego nasienia z rosliny M,.
W tabeli 2 podane sg wartosci m, n oraz m*n dla metody B 1 C
w przypadku roslin samopylnych, przy zalozeniu, ze znane sg wartos$ci

p; i p,. Poniewaz w zaleznosci o

d wtasciwosci danego materiatu roslinnego
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Tabela 3

Wartosct m.n oraz E(I) dla réznych warto$ci p; w metodack B, C, D i E,
gdy p.= 1/5 (Wg Yoshidy, 1964) liczby goérne oznaczajq P = 0,95; liczby dolne —

P = 0,99

Metoda B | C | D E
P; mn E(I) mn E(I) mn E(I) mn E(I)
1/2 875 8,8 28,4 28 30,2 3,0 32,1 32
180 18,0 43,7 44 46,4 4.6 494 49
1/5 272 10,9 73,4 2,9 80,2 32 875 35
562 22,5 113 4,5 123 49 135 5,4
1/10 o576 11,5 149 3,0 163 3,3 180 3,6
1192 23,8 228 4,6 251 5,0 276 5,5
1/50 3003 12,0 748 3,0 829 3,3 917 3,7
6209 24,8 1148 46 1275 5,1 1409 5,6
'1/100 6039 12,1 1497 3,0 1662 3,3 1837 3,7
12490 25,0 2300 4,6 2554 5,1 2824 5,7
1/300 18167 12,1 4491 3,0 4990 3,3 5521 3,7
37612 25,1 6904 4,6 7670 5,1 8486 5,7
1/500 30311 12,1 7491 3,0 8321 3,3 9205 3,7
62710 25,1 11490 46 12788 5,1 14148 5,7
1/700 42438 12,1 10484 3,0 11651 3,3 12893 3,7
87856 25,1 16117 4,6 17906 5,1 19816 5,7
1/1000 60638 12,1 14972 3,0 16641 3,3 18415 3,7
125515 25,1 23015 4,6 25576 5,1 28302 5,7
1/3000 181296 12,1 44864 3,0 49954 3,3 55218 3,7
376617 25,1 68966 4,6 76776 5,1 84866 5,7
1/5000 303204 12,1 74772 3,0 83150 3,3 92291 3,7
627552 25,1 114943 4,6 127796 5,1 141844 5,7
1/10000 607118 121 149544 3,0 165777 3,3 184146 3,7
1256550 25,1 229885 4,6 254778 5,1 283018 5,7

mogg zmienia¢ sie wartosci p,;, natomiast p, jest stosunkowo mniej
zmienne, Yoshida dokonal obliczenia wartosci oczekiwanych (El) wy-
stgpienia pozgdanych mutacji wsréd roslin M, oraz liczby m *n dla
roznych wartosci p; (tabela 3).

Na zakonczenie tych kilku uwag nalezy zaznaczy¢, ze mozliwosci
hodowli radiacyjnej roslin polegaja nie tylko na indukowaniu okreslo-
nych mutacji genowych. Prace Searsa zapoczgtkowaly nowy kierunek
w hodowli radiacyjnej. Przez napromienienie mieszancéw Aegilops X
Triticum spowodowano przeniesienie fragmentu chromosomu, w ktérym
znajdowal sie gen odpornosci, z genomu Aegilops do genomu Triticum.
Po ogloszeniu wynikéw prac Searsa w 1956 r., metode te zastosowal
Knott w celu przeniesienia odpornosci z Agropyron do Triticum. I ta
praca zakonczyla sie sukcesem. !
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Innym odkryciem, ktére wskazuje na nowe mozliwosci w dziedzinie
ulepszania ro$lin uprawnych drogg hodowli mutacyjnej, jest stwierdze-
nie, ze mutacje mogg wpltywaé na sklad aminokwaséw bialek roslinnych.
Przed okoto 30 laty opisano mutacje spontaniczne kukurydzy, dotyczace
zabarwienia bielma, a mianowicie opaque-2 (0—2), oraz floury-2 (flr).
Dopiero jednak w 1964 i 1965 r. stwierdzono, ze mutacja dotyczy nie
tylko barwy bielma, lecz rowniez samego skiadu bialek. Oba mutanty
wykazujg wzrost procentowy zawartosci frakcji azotu niebiatkowego
oraz frakcji glutein, przy zmniejszeniu procentowej zawartosSci zeiny.
Badania nad wartoscia pokarmowg obu mutantéw, przeprowadzone na
szczurach, wykazaly, ze oba mutanty maja o wiele bardziej wartosciowe
biatko w poréwnaniu nie tylko ze znanymi odmianami kukurydzy, lecz
réwniez w poréwnaniu z innymi zbozami. Szczegdlnie wartos$ciowy jest
mutant 0-2.
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