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OCENA ZROZNICOWANIA GENETYCZNEGO LINII
KUKURYDZY PRZYDATNYCH DO HODOWLI
MIESZANCOW HETEROZYJNYCH PRZY UZYCIU
MARKEROW MOLEKULARNYCH AFLP I RAPD

Agnieszka Tomkowiak', Zbigniew Broda', J6zef Adamczyk2

" Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
* Hodowla Roslin Smolice

Streszczenie. W ostatnich latach w nowoczesnych programach hodowlanych wykorzystu-
je si¢ tradycyjne metody hodowli w potaczeniu z technikami molekularnymi. Daje to
mozliwos¢ wprowadzenia bardziej obiektywnych kryteriéw selekcji i doboru materiatu
rodzicielskiego, pozwala réwniez w sposéb znaczacy skréci¢ czas niezbedny do wyho-
dowania nowej odmiany. Doswiadczenie przeprowadzono w 2006 roku w Rolniczym Go-
spodarstwie Doswiadczalnym w Dtoni (51° N; 17° E), nalezacym do Uniwersytetu Przy-
rodniczego w Poznaniu. Celem badan byta préba wykazania zaleznosci efektu heterozji
mieszancéw pokolenia F; kukurydzy od dystansu genetycznego na poziomie molekular-
nym pomi¢dzy komponentami rodzicielskimi, z uwzglgdnieniem pochodzenia tych kom-
ponentéw. Wykazanie powyzszych zaleznosci pozwolitoby na wybdr form rodzicielskich
bioracych udziat w tworzeniu nowej odmiany, zmniejszajac znacznie zakres — liczbe linii
testowanych w warunkach polowych, a tym samym znacznie skrécitoby cykl hodowlany
i co wazniejsze pomniejszylo koszty hodowli. Markery molekularne AFLP i RAPD moga
by¢ uzyteczne w wyborze komponentéw rodzicielskich do krzyzowan dla kukurydzy przy
jednoczesnym uwzglednieniu pochodzenia tych komponentow.

Stowa kluczowe: AFLP, dystans genetyczny, heterozja, kukurydza, markery molekular-
ne, RAPD

WSTEP

Kukurydze (Zea mays L.) zalicza si¢ do jednych z najbardziej wydajnych roslin
zbozowych, jest uprawiana na znacznych obszarach [Dubas 1999]. Réwniez w naszym
kraju kukurydza jest obecnie jedng z podstawowych roslin uprawnych niezaleznie od
kierunku uzytkowania. Na wysoko$¢ i jakos$¢ zebranego plonu kukurydzy wptywaja
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czynniki: agrotechniczne, warunki klimatyczne oraz dobér odpowiedniej odmiany
[Adamczyk 2001].

Kukurydza odznacza si¢ wszechstronnoscia uzytkowania i jest wykorzystywana
miedzy innymi na cele pastewne, spozywcze oraz przemyslowe. Postgp hodowlany,
wyrazajacy si¢ otrzymaniem odmian mieszancowych, plennych, o krétszym okresie
wegetacji i mniejszych wymaganiach termicznych, spowodowatl, ze wzrosto zaintere-
sowanie uprawa kukurydzy w krajach Europy Srodkowej, w tym réwniez w Polsce
[Dubas 1999]. Kukurydza nie ma duzych wymagan glebowych, moze wysoko plono-
wac¢ zaréwno na glebach pszenno-buraczanych, jak i zytnich, klasy IV b. Na glebach
lekkich, poza kultura, duzy wptyw na plonowanie ma czgstotliwos¢ nawozenia oborni-
kiem w zmianowaniu [Sulewska 2004].

Na poziom i struktur¢ plonowania kukurydzy duzy wptyw maja: temperatura i opa-
dy. Wskazuja na to w swoich pracach migdzy innymi: Michalski [1980], Machul i Ma-
tysiak [1983], Machul [1988], Szwejkowski i in. [1991], Machul i Matysiak [1993],
Michalski [1997]. Wedtug niektérych badaczy najwazniejszym czynnikiem plonotwor-
czym na glebach lekkich sa opady w lipcu i sierpniu [Michalski 1990].

Obecnie hodowla kukurydzy opiera si¢ na wykorzystaniu zjawiska heterozji mie-
szafncow powstatych po skrzyzowaniu dwdch linii wsobnych [Kuriata i Topolski 2003].
Metode ta zapoczatkowal w pierwszych latach XX wieku Shull [1948], [Ruebenbauer
1964]. Nowoczesne rolnictwo oraz sektory produkcji z nim zwigzane stawiaja wysokie
wymagania mieszancom kukurydzy [Michalski 1997].

Uzyskanie wysokoplennych mieszancéw kukurydzy charakteryzujacych si¢ dobra
jakoscia zalezy od odpowiednio dobranych linii wsobnych o bardzo dobrej zdolnosci
kombinacyjnej. Posiadanie dobrych linii wsobnych ma zasadnicze znaczenie zaréwno
dla uzyskania duzego efektu heterozji w mieszancach, jak réwniez dla tworzenia no-
wych, jeszcze lepszych linii kolejnego cyklu chowu wsobnego i mozliwosci wyboru
dobrych testeréw do ich selekcji. Zjawiska heterozji (bujnosci pokolenia F,) nie udato
si¢ wyjasni¢ mimo powstania licznych hipotez majacych na celu przyblizenie tego za-
gadnienia, np. hipotezy naddominacji i dominacji. W §wietle tych faktéw ocena zdolno-
$ci kombinacyjnej linii wsobnych i decyzja zwigzana z doborem testerOw oraz wlasciwa
interpretacja wynikow staja si¢ jednymi z wazniejszych decyzji hodowlanych [Kuriata
i Topolski 2003].

Coraz czgsciej w celu zwigkszenia prawdopodobienstwa wyselekcjonowania kom-
binacji mieszancowych, ktére wykazywalyby wysoki efekt heterozji, prébuje si¢ wybie-
ra¢ formy rodzicielskie w oparciu o dystans genetyczny pomi¢dzy nimi, okre§lany po-
przez polimorfizm marker6w DNA.

Wielu autoréw uwaza, ze zjawisko heterozji jest zwigzane z genetycznym dystan-
sem pomigdzy liniami rodzicielskimi.

Celem badan bylta ocena efektu heterozji mieszancéw F, kukurydzy otrzymanych
z linii o zréznicowanym podobiefistwie genetycznym oraz zbadanie zaleznoS$ci efektu
heterozji od dystansu genetycznego.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenie zatozono w 2006 roku w uktadzie blokéw losowanych kompletnych,
w trzech powtérzeniach, na poletkach o powierzchni 10 m* w Rolniczym Gospodar-
stwie Do$wiadczalnym w Dtoni (51° N; 17° E), nalezacym do Uniwersytetu Przyrodni-
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czego w Poznaniu. Do§wiadczenie zatozono na glebie kompleksu pszennego dobrego,
klasy bonitacyjnej IV b. Przedplonem byla pszenica ozima. Zabiegi uprawowe wykona-
no zgodnie z zasadami poprawnej agrotechniki dla tego gatunku i z kierunkiem uzyt-
kowania.

Materialem badawczym bylo 10 mieszancéw kukurydzy wraz z komponentami ro-
dzicielskimi udostgpnionymi przez Hodowle Roslin Smolice Sp. z o.0. (tab.1).

Tabela 1. Linie rodzicielskie i mieszance F,
Table 1. Hybrids F; and their parental lines

Lp. Linie mateczne — Maternal lines Linie ojcowskie — Paternal lines Mieszance F; — Hybrids F,
1 5160 S336A S160 x S336A

2 S41336 S41324A-2 S41336 x S41324A-2
3 S50668-4 S56125A S50668-4 x S56125A
4 S$56122 S56125A S$56122 x S56125A
5 S245 S41789 5245 x S41789
6 S311 Co255 S311 x Co255

7 $63300 S66208A S63300 x S66208A
8 S41796 S41324A-2 BLASK

9 S41789 S41324A-2 GROM

10 S56125A S41324A-2 BRDA

Pomiary biometryczne wykonane w drugiej polowie listopada obejmowaty: dlugosé
i $rednic¢ kolby, dlugos¢ i $rednice rdzenia, ilo§¢ rzedéw, ilos¢ ziarniakéw w rzedzie,
mas¢ ziarna z kolby, masg¢ tysiaca nasion (MTN) oraz plon ziarna. Pomiary przeprowa-
dzano na 10 losowo wybranych kolbach z trzech powtérzen kazdego z linii rodziciel-
skich oraz form mieszancowych.

Otrzymywanie markeréw molekularnych RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA)

Genomowy DNA z form mieszancowych oraz komponentéw rodzicielskich kukury-
dzy izolowano zmodyfikowana metoda Thompsona i Henry’ego [1995].

Dyski lisciowe o powierzchni 2 mm? traktowano 200 ul buforu TPS o sktadzie: 100
mM Tris HC1 o pH 9,5, 1 M KCI, 10 mM EDTA. Inkubacj¢ przeprowadzono w pro-
béwkach Eppendorfa, w tazni wodnej w temperaturze 95°C przez 15 minut.

Reakcje tancuchowa polimerazy (PCR) przeprowadzono w objetosci 12,5 pl mie-
szaniny o sktadzie: woda dejonizowana, 1 M Tris HCI o pH 8,3, 25 mM MgCl,, BSA,
2 mM dNTP, starter — 5 pmoli-ul”', Taq polimeraza — 5 U-ul”, ekstrakt DNA — 25 ng-pl™.
Taq polimeraza pochodzita z firmy MBI-Fermentas, pozostate odczynniki — z firmy
SIGMA.

Amplifikacje DNA wykonano za pomoca termocyklera T3 BIOMETRA firmy
POLYGEN. Po wyjeciu préb z termocyklera do kazdej z nich dodano 1 pl barwnika
(0,25% biekit bromofenolowy, 40% sacharoza, woda dejonizowana)

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

Startery oraz ich sekwencje nukleotydowe dajace polimorfizm zamieszczono w ta-
beli 2.

Agricultura 8(1) 2009
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Tabela 2. Startery i ich sekwencje nukleotydowe dajace polimorfizm
Table 2. Sequences of primers detecting polymorphis

Numer startera — Primers no. Sekwencja nukleotydowa — Sequences 5° — 3’ of Primers
OPA 04 5’AATCGGGCTG 3’
OPA 07 5’GAAACGGGTG 3’
OPA 10 5’GTGATCGCAG 3’
OPA 14 5’TCTGTGCTGG 3’
OPB 04 5’GGACTGGAGT 3’
OPB 17 5’AGGGAACGAG 3’
OPF 12 5’ACGGTACCAG 3’
OPG 12 5’CAGCTCACGA 3’
OPH 20 5’GGGAGACATC 3’
OPJ 08 5’CATACCGTGG 3’

Otrzymywanie markeréw molekularnych AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism)

Izolacja genomowego DNA odbywata si¢ metoda kolumienkowa. Fragmenty lisci
o powierzchni 6 mm” umieszczono w probéwkach z ciektym azotem i roztarto tkanke
roslinng na proszek. Do kazdej probéwki dodano 400 pl buforu AP1 oraz 3 ul RNAzy.
Nastgpnie inkubowano préby przez 30 minut w temperaturze pokojowej i 30 minut
w 65°C. Po inkubacji dodano 130 pl buforu AP2 i mieszano na vortexie. Nastepnie
proby umieszczono w lodzie i po 15 minutach wirowano przez 20 minut w 14000 obro-
tow. Po zwirowaniu zebrano supernatant i naniesiono na kolumienki, do ktérych dodano
60 ul buforu AP3. Préby wirowano przez 2 minuty w 8000 obrotéw, a nast¢pnie dodano
450 ul buforu AW i 50 ul buforu AE. Wyizolowane DNA przechowywano
w temperaturze -20°C.

Trawienie DNA przeprowadzono przy uzyciu enzyméw restrykcyjnych EcoRI
i Msell oraz 5x read buffor o sktadzie 50 mM Tris HCL (pH 7,5), 50 mM Mg-acetate,
250 mM K-acetate. Do strawionego DNA dodano 24 pl adapter ligation solution i 1 pl
T4DNA ligazy oraz ikubowano préby w temperaturze 20°C przez 3 h. Do mieszaniny
po ligacji dodano 90 ul buforu TE o sktadzie 10 mM Tris-HCI1 (pH 8,0), 0.1 mM
EDTA. Pre-amplifikacj¢ przeprowadzono przy uzyciu termocyklera T3 BIOMETRA
firmy Polygen. Do rozcienczonej matrycy DNA po ligacji dodano 40 pl pre-amp primer
mix, 3,5 ul 10x PCR buffor o sktadzie 200 mM Tris HCI (pH 8,4), 15 mM MgCl,, 500
mM KCI oraz 15 pl MgCl, a takze 1 ul Taq polimerazy (5U-ul"). Do rozcieficzone;
matrycy po pre-amplifikacji dodano MIX1 (startery i ANTP) oraz MIX2 (Taq polimera-
za, 10x PCR buffor i MgCl,. Po zakonczeniu reakcji PCR préby mrozono w temperatu-
rze -20°C. Elektroforeze przeprowadzono w 5% zelu akrylamidowym przez 2,5 h przy
60 W, 400 mA i 1400 V. Detekcja produktéw PCR nastapita w wyniku barwienia sre-
brem.

Startery oraz ich sekwencje nukleotydowe dajace polimorfizm zamieszczono w ta-
beli 3.

Analiza umozliwiajaca okreslenie podobiefstwa pomigdzy odmianami w formie
dendrogramu zostala sporzadzona przy uzyciu programu komputerowego UVIMAP
w funkcji Nei and Li [1979]:

GS =2ny, / (ns + ny)
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gdzie:
2n,, - liczba par podobnych prazkéw w obu genotypach,
ny, ny — liczba wszystkich prazkéw dla danego genotypu,
warto$¢ GS — indeks podobienstwa pomiedzy dwoma badanymi genotypami.

Tabela 3. Startery i ich sekwencje nukleotydowe dajace polimorfizm
Table 3. Sequences of primers detecting polymorphis

E-AAC
M-CTCT

> B-GACTGCGTACCAATTCAAC 3’
> M-GATGAGTCCTGAGTAACTCT 3’

Numer startera — Primers no. Sekwencja nukleotydowa — Sequences 5’ — 3’ of Primers
E-AAC 5" E-GACTGCGTACCAATTCAAC 3’
M-CAC 5" M-GATGAGTCCTGAGTAACAC 3’
E-ACG 5" E-GACTGCGTACCAATTCACG 3’
M-CAC 5’ M-GATGAGTCCTGAGTAACAC 3’
E-ACC 5" E-GACTGCGTACCAATTCACC 3’
M-CAG 5’ M-GATGAGTCCTGAGTAACAG 3’
E-AGG 5" E-GACTGCGTACCAATTCAGG 3’
M-CAG 5’ M-GATGAGTCCTGAGTAACAG 3’

5
5

Efekt heterozji dla poszczegdlnych cech struktury plonu mieszancéw obliczono
wzgledem lepszego z rodzicéw i wzgledem Sredniej cechy obojga rodzicéw.

Istotno$¢ obliczonych efektow heterozji sprawdzano testem Scheffego, korzystajac
z programu statystycznego DGH 2.

Korelacje pomigdzy podobienstwem genetycznym a efektem heterozji obliczono
przy pomocy programu Statistica. Istotnos¢ wspétczynnikéw korelacji pomigdzy efek-
tem heterozji poszczegdlnych cech struktury plonu a dystansem genetycznym okreslano
na poziomie o = 0,05.

WYNIKI

Dystans genetyczny pomiedzy liniami rodzicielskimi mieszancéw F; kukurydzy
wyznaczony na podstawie markerow molekularnych RAPD i AFLP

Dla markeréw RAPD 10 wyselekcjonowanych starteréw wygenerowato 72 prazki
polimorficzne, jeden starter generowat $rednio od 3 do 9 prazkéw réznicujacych linie
rodzicielskie (tab. 4). Najbardziej efektywnym i najsilniej r6znicujacym badane genoty-
py byl starter OPA 14 (9 prazkéw polimorficznych). Pig¢ wyselekcjonowanych kombi-
nacji starteréw w przypadku markeré6w molekularnych AFLP wygenerowalo 56 praz-
kéw polimorficznych. Jedna kombinacja starteréw generowata Srednio od 5 do 16 praz-
kéw réznicujacych (tab. 5). Najwigkszy polimorfizm uzyskano z zastosowaniem kom-
binacji starterow E-ACG, M-CAC (16 prazkéw polimorficznych). Wartos¢ dystansu
genetycznego pomigdzy liniami rodzicielskimi mieszancéw F; kukurydzy — okreslone-
go za pomoca markeréw RAPD — miescila si¢ w zakresie od 64% pomiedzy liniami
rodzicielskimi mieszanca S 50668-4 X S 56125 A do 93% pomigdzy liniami rodziciel-
skimi mieszancéw S 311 X S CO 255 i GROM (tab. 6). Markery molekularne AFLP
pozwolity na okreslenie dystansu genetycznego, ktéry miescit si¢ w zakresie od 78%
pomigdzy liniami rodzicielskimi mieszanca BLASK do 96% pomigdzy liniami rodzi-
cielskimi mieszanca BRDA (tab. 6).

Agricultura 8(1) 2009
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Tabela 4. Startery dajace polimorfizm w liniach kukurydzy przy uzyciu markeréw RAPD — PCR
Table 4. Primers detecting polymorphism of corn lines with the use of RAPD — PCR markers

Numer startera Liczba fragmentéw DNA Liczba fragmentéw polimorficznych
Primers no. Number of DNA fragments Number of polymorphic fragments
OPA 04 9 8
OPA 07 9 6
OPA 10 10 7
OPA 14 10 9
OPB 04 12 8
OPB 17 12 8
OPF 12 10 8
OPG 12 5 3
OPH 20 9 8
OPJ 08 9 7

Tabela 5. Startery dajace polimorfizm w liniach kukurydzy przy uzyciu markeréw AFLP
Table 5. Primers detecting polymorphism of corn lines with the use of AFLP markers

Numer startera Liczba fragmentéw DNA Liczba fragmentéw polimorficznych
Primers no. Number of DNA fragments Number of polymorphic fragments
v 16 12
waes, 25 16
Sy 15 1
waes 15 12
McTcT 9 s

Tabela 6. Dystans genetyczny pomig¢dzy liniami rodzicielskim mieszancéw F,
Table 6. Genetic distance between parental lines of hybrids F,

Mieszance F; Linie rodzicielskie — Parental lines Dystans genetyczny — Genetic distance
Hybrids F, mateczna — maternal ojcowska — paternal RAPD, % AFLP, %
S 160 X S 336A S 160 S 336A 91 92
S 41336 X S 41324A-2 S 41336 S 41324A-2 76 86
S 50668-4 X S 56125A S 50668-4 S 56125A 64 33
S 56122 X S 56125A S 56122 S 56125A 73 89
S$245X S 41789 S 245 S 41789 78 90
S 311 X CO 255 S 311 Co255 93 90
S 63300 X S 66208A S 63300 S 66208A 78 89
BLASK S 41796 S 41324A-2 91 78
GROM S 41789 S 41324A-2 93 92
BRDA S 56125A S 41324A-2 89 96
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Efekt heterozji cech struktury plonu mieszancéw F; obliczony wzgledem $redniej
wartosci cechy lepszego z rodzicow

Najwyzszy efekt heterozji pod wzgledem analizowanych cech struktury plonu zaob-
serwowano u mieszancoOw: S160XS336A, S245XS41789, GROM oraz BRDA (tab. 7).
Istotnie przewyzszaly one linie rodzicielskie wartoSciami wszystkich analizowanych
cech plonotwoérczych oraz samego plonu ziarna. Na szczeg6lna uwage zastuguja obie
odmiany, czyli mieszaniec BRDA, w przypadku ktérego efekt heterozji wahat si¢ od
143% dla $rednicy rdzenia kolby do 327% dla masy ziarna z kolby, oraz mieszaniec
GROM, dla ktérego efekt heterozji miescit si¢ w zakresie od 122% dla srednicy rdzenia
kolby do 288% dla masy ziarna z kolby. Najstabiej plonujacymi mieszancami byty:
S50668-4XS56125A — nie wykazywat efektu heterozji dla plonu ziarna i nastgpujacych
cech: srednicy kolby, dtugosci rdzenia kolby, $rednicy rdzenia kolby, liczby rzedéw
ziarniakéw, MTN oraz mieszaniec BLASK, u ktérego heterozja nie wystapita dla sred-
nicy kolby, dlugosci rdzenia kolby, $rednicy rdzenia kolby, liczby rzedéw ziarniakéw
i MTN.

Tabela 7. Wielkos¢ efektu heterozji poszczeg6lnych cech struktury plonu oraz plonu mieszancéw
Table 7. Heterosis effect for hybrid yield and its components

, : Liczba Masa ziarna
Dtugo$¢ Srednica Dlugos$¢ Srednica Liczba ziarniakéw zAkolby
Mieszance F, kolby  kolby rdzenia rdzenia rzedéw w rzedzie Weight MTN Plon
Hybrids F, Ear Ear Cob Cob  Number Number ~ TKW Yield
length diameter length diameter of rows of kernels of kernels
per ear
per row
S 160 X S 336A 150* 146* 144* 118* 125% 187* 279%  129% 117*
S 41336 X S 41324A-2  112* 112%* 116* 89 112% 138%* 246* 100  109%*
S 50668-4 X S 56125A 101 100 100 88 85 125% 200%* 8 97
S 56122 X S 56125A 120%* 113* 120%* 99 115% 174%* 277% 103 98
S245X S 41789 144* 125* 138* 117* 119* 178* 263*  108* 111*
S 311 X CO255 125% 118* 137* 104* 113%* 159%* 235%  112* 118%*
S 63300 X S 66208A 126* 108* 125 98 116* 160* 199% 104 153*
BLASK 112% 97 94 63 93 129%* 211* 84* 116*
GROM 158°%* 144 151* 122% 140%* 190* 288*  135% 127*
BRDA 176%* 169* 170* 143 156* 205% 327%  160* 172%

* istotny przy o = 0,05 — significant at o = 0.05

Efekt heterozji cech struktury plonu mieszancéw F; obliczony wzgledem $redniej
wartosci cechy obu komponentow rodzicielskich

Najwigkszy wigor pod wzgledem analizowanych cech struktury plonu zaobserwo-
wano u mieszancéw: S160XS336A, S245XS41789, GROM oraz BRDA (tab. 8). Prze-
wyzszaly one istotnie linie rodzicielskie zaréwno pod wzgledem wszystkich analizowa-
nych cech plonotwoérczych, jak réwniez samego plonu ziarna. Spos$réd nich najwyzej
oceni¢ mozna obie odmiany, czyli mieszanca BRDA, w przypadku ktérego efekt hete-
rozji wahat si¢ od 150% dla $rednicy rdzenia kolby do 350% dla masy ziarna z kolby,
oraz mieszanca GROM, dla ktérego efekt heterozji miescil si¢ w zakresie od 130% dla
$rednicy rdzenia kolby do 319% dla masy ziarna z kolby. Najstabiej plonujacymi mie-
szaficami byty: S50668-4XS56125A, nie wykazujacy efektu heterozji dla nastepujacych
cech: $rednicy rdzenia kolby, liczby rzedéw ziarniakéw i MTN, oraz mieszaniec
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BLASK, u ktérego heterozja nie wystapita dla: srednicy kolby, dtugosci rdzenia kolby,
$rednicy rdzenia kolby, ilosci rz¢déw ziarniakow i MTN.

Tabela 8. Wielkos$¢ efektu heterozji poszczegdlnych cech struktury plonu oraz plonu mieszancéw
Table 8. Heterosis effect for hybrid yield and its components

) ) Liczba Masa
Dtugos¢ Srednica Dlugos¢ Srednica Liczba ziarniakéw  ziarna

Mieszance F; kolby  kolby rdzenia rdzenia rzedow wrzedzie zkolby MTN Plon
Hybrids F, Ear Ear Cob Cob  Number Number Weight TKW Yield
length diameter length diameter of rows of kernels of kernels
per row per ear
S 160 X S 336A 152 148°%* 147% 120%* 128%* 195% 208*  141% 134*
S 41336 X S 41324A-2  113* 115% 119%* 93 130%* 145% 254*%  104* 116
S 50668-4 X S 56125A 103 103 101 90 97 140* 250* 94 105*
S 56122 X S 56125A 123* 116* 122% 102 110%* 150%* 230*%  106* 100
S 245X S 41789 148* 128%* 142% 119%* 122% 181°%* 290*  114* 116*
S 311 X CO255 128%* 121%* 138%* 106* 116* 164* 251*%  110* 108*
S 63300 X S 66208A 135* 111* 134 103 180* 162%* 215%  111% 154%
BLASK 112%* 99 94 65 100 141%* 221*% 85 119%
GROM 159* 148°%* 153%* 130%* 142% 195% 319%  141% 134*
BRDA 179* 171%* 173%* 150%* 159% 217* 350*%  162*% 177*

* istotny przy o = 0,05 — significant at o = 0.05

Korelacje dystansu genetycznego pomiedzy komponentami rodzicielskimi z efek-
tem heterozji cech struktury plonu mieszancow Fj, obliczonym wzgledem $redniej
wartosci cechy lepszego z rodzicow

Wspétczynnik korelacji dystansu genetycznego pomigdzy liniami rodzicielskimi,
okreslonego na podstawie marker6w molekularnych AFLP z efektem heterozji mie-
szafncow, wykazywal wysoki stopien istotnosci na poziomie o = 0,05 dla wszystkich
analizowanych cech struktury plonu z wyjatkiem samego plonu ziarna (tab. 9). Najwy-
zej skorelowany z dystansem genetycznym byt efekt heterozji dotyczacy Srednicy rdze-
nia, gdzie wspoétczynnik korelacji wynosit r = 0,96, najnizej skorelowany byl efekt
heterozji dla plonu ziarna (r = 0,54). W przypadku dystansu genetycznego pomigdzy
liniami rodzicielskimi — okreslonego na podstawie markeréw molekularnych RAPD —
nie stwierdzono istotnych korelacji z efektem heterozji mieszancéw w odniesieniu do
wszystkich analizowanych cech struktury plonu. Najwyzej skorelowany byt efekt hete-
rozji dla dtugosci kolby (r = 0,58), a najnizej — dla $rednicy rdzenia kolby (r = 0,31).

Korelacje dystansu genetycznego pomigedzy komponentami rodzicielskimi z efek-
tem heterozji cech struktury plonu mieszancéow F;, obliczonym wzgledem $redniej
wartosci cechy linii rodzicielskich

W przypadku dystansu genetycznego pomig¢dzy liniami rodzicielskimi, okreslonego
na podstawie markeréw molekularnych AFLP, stwierdzono, Ze jest on istotnie skorelo-
wany z efektem heterozji dla wszystkich analizowanych cech struktury plonu z wyjat-
kiem samego plonu ziarna (tab. 10). Najwyzszy wspdtczynnik korelacji uzyskano dla
dlugosci rdzenia kolby i §rednicy rdzenia kolby (r = 0,96), a najnizszy — dla plonu ziar-
na (r = 0,54). Dystans genetyczny pomigdzy liniami rodzicielskimi — okre§lony na pod-
stawie markeréw molekularnych RAPD — nie byt istotnie skorelowany z efektem hete-
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rozji w odniesieniu do wszystkich analizowanych cech struktury plonu. Najwyzszy
wspoétczynnik korelacji stwierdzono dla ilosci ziarniakéw w rzedzie (r = 0,56), a najniz-
szy — dla $rednicy rdzenia kolby (r = 0,32).

Tabela 9. Korelacje dystansu genetycznego z efektem heterozji poszczegdlnych cech struktury
plonu oraz plonu mieszancéw
Table 9. Correlations between genetic distance and heterosis effect for hybrid yield and its

components
Cecha — Character
liczba masa
Korelacje typ  dlugo$¢ s$rednica dlugos¢ $rednica liczba ziarniakéw ziarna
Correlations Mmarkera kolby  kolby rdzenia rdzenia rzedéw wrzedzie zkolby MTN Plon
type of ear ear cob cob  number number weight TKW Yield

marker length diameter length diameter of rows of kernels of kernels
perrow  per ear

Wspdtczynnik

korelacji

dystansu AFLP 0,84*  0,86* 095* 096*  0,89*% 0,92%* 0,78* 0,89* 0,54*
genetycznego
z efektem
heterozji
Correlation
coefficient

of genetic RAPD 0,58 0,52 0,52 0,31 0,51 0,46 0,40 055 043
similarity with

heterosis effect

* istotny przy o = 0,05 — significant at o = 0.05

Tabela 10. Korelacje dystansu genetycznego z efektem heterozji poszczegdlnych cech struktury
plonu oraz plonu mieszancéw
Table 10. Correlations between genetic distance and heterosis effect for hybrid yield and its

components
Cecha — Character
liczba masa
Korelacje typ  dlugo$¢ s$rednica dlugos¢ $rednica liczba ziarniakéw ziarna
Correlations markera kolby  kolby rdzenia rdzenia rzedéw wrzedzie zkolby MTN Plon
type of ear ear cob cob  number number weight TKW Yield

marker length diameter length diameter of rows of kernels of kernels
perrow  per ear

Wspdtczynnik

korelacji

dystansu AFLP  0,86* 0,87 096*  096* 0,42 0,86%* 0,73* 0,90* 0,54
genetycznego
z efektem
heterozji
Correlation
coefficient

of genetic RAPD 0,55 0,52 0,48 0,32 0,46 0,56 0,41 0,49 0,38
similarity with

heterosis effect

* istotny przy o = 0,05 — significant at o = 0.05
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DYSKUSJA

We wspblczesnej hodowli roslin coraz czgsciej wykorzystywane sa techniki biologii
molekularnej oparte na analizie DNA, w zwiazku z tym nieustannie prowadzi si¢ bada-
nia nad opracowaniem nowych, skutecznych i tanszych metod otrzymywania markeréw
molekularnych, ktére beda narzgdziem badawczym wszedzie tam, gdzie niezbgdna jest
analiza genotypu.

Markery molekularne dziedzicza si¢ zgodnie z genetyka mendlowska i nie podlegaja
modyfikujacemu wptywowi czynnikéw srodowiska, a wigc sg uzyteczne w badaniach
1 manipulacji cechami uzytkowymi oraz pozwalajq na doktadng analiz¢ genomu. Wzory
prazkowe charakterystyczne dla poszczegdlnych roslin moga by¢ wykorzystywane
podobnie jak pewne cechy morfologiczne [Grzebelus i Baranski 1996]

Najpowszechniej stosowanymi technikami stuzacymi do otrzymywania markeréw
molekularnych sg metody wykorzystujace tanicuchowa reakcje polimerazy DNA (PCR —
Polymerase Chain Reaction), do najczesciej wykorzystywanych zalicza si¢: RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), AP — PCR (Arbitraily Primed PCR) i DAF
(DNA Amplification Fingerprinting). Wchodzg one w sklad grupy markeréw MAAP
(Multiple Arbitrary Amplificon Profiling). Lancuchowa reakcj¢ polimerazy wykorzy-
stuje si¢ réwniez przy analizie sekwencji mikrosatelitarnych wykonywanej technikg
STMS (Sequence Tagged Microsatellite Sites), jak réwniez w celu uzyskania markeréw
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Jedna z najstarszych jest pocho-
dzaca z lat siedemdziesiatych technika RFLP (Restriktion Fragment Length Polymor-
phism).

W badaniach wilasnych zastosowano dwa typy markeréw molekularnych: RAPD
i AFLP. Markery RAPD zaczg¢to stosowaé na poczatku lat 90. Wykorzystuja one reak-
cj¢ PCR (Polymerase Chain Reaction) do generowania prazkéw. Wykazuja dominujacy
charakter dziedziczenia, co uniemozliwia odréznienie homozygot od heterozygot. Uzy-
wane 9-11-nukleotydowe startery przylaczaja si¢ losowo, zapoczatkowujac amplifikacje
w wielu rejonach genomu jednoczesnie. Produkty reakcji amplifikacji rozdzielane sg na
zelu agarozowym, a ich detekcja odbywa si¢ z uzyciem znacznikéw fluorescencyjnych
lub srebra. Technika AFLP opatentowana w 1993 roku laczy trawienie enzymami re-
strykcyjnymi z reakcja PCR. Obydwa enzymy generuja tzw. lepkie konce, do ktérych
przylaczaja si¢ 20-30-nukleotydowe fragmenty, zwane adaptorami. Polaczenie jest
mozliwe dzigki T4 DNA ligazie. Po ligacji adaptoréw wykonuje si¢ reakcj¢ pre-
amplifikacje, po ktérej prowadzi si¢ amplifikacj¢ specyficzna. Rozdziat produktéw PCR
nastepuje na zelu poliakrylamidowym, a detekcja — poprzez barwienie srebrem lub
autoradiograficznie. Markery te wykazuja szeroki polimorfizm, niekiedy mozliwe jest
rozréznienie homo- i heterozygot poprzez oceng intensywnosci prazka. Nie zaleca si¢
jednak tej techniki dla markeréw dziedziczonych na zasadzie kodominacji.

Badania wykazaly, ze podobienstwo genetyczne pomigdzy formami rodzicielskimi
poszczegblnych mieszancéw — okreslone za pomoca markeré6w AFLP — miesci si¢
w zakresie od 7% dla mieszanca 6 i mieszafica GROM do 36% dla mieszanca 3. War-
tos¢ podobienstwa genetycznego — okreslonego za pomoca markeréw RAPD — miesci
si¢ w zakresie od 4% dla mieszanca BRDA do 22% dla mieszanca BLASK. Obecny
stan badan nie pozwala na jednoznaczne stwierdzenie, czy dystans genetyczny moze
by¢ podstawa do wnioskowania o efekcie heterozji. Wigor mieszancéw F; wykorzystuje
si¢ do tworzenia odmian heterozyjnych, jednak zjawisko heterozji i jej mechanizmy nie
sa do konca wyjasnione. Na podstawie badan wykazano, ze podobienstwo genetyczne
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okreslone na podstawie markeré6w RAPD nie koreluje z efektem heterozji u form mie-
szaficowych w przeciwienstwie do podobienstwa okre§lonego na podstawie markeréw
AFLP, ktére jest istotnie skorelowane z efektem heterozji mieszancéw F,. Wykorzystu-
jac markery AFLP stwierdzono, ze im formy rodzicielskie sa bardziej spokrewnione,
tym efekt heterozji u form mieszancowych jest mniejszy.

Dobér odpowiednich linii wsobnych jest zasadniczym elementem w hodowli hete-
rozyjnej. Liczebnos¢ linii wlaczonych do formuty zarejestrowanych mieszancéw kuku-
rydzy wyraza si¢ w setkach, a nawet w tysiacach, z czego tylko kilkanascie odegrato
rol¢ znaczacg [Adamczyk 1998].

Pierwsze proby skorelowania oszacowanego dystansu genetycznego pomi¢dzy for-
mami rodzicielskimi z efektem heterozji podjgto juz w 1966 r. [Cross 1966].

Song i Messing [2003] wyizolowali okreslony obszar genomu dwdch krzyzowanych
ze sobg linii wsobnych kukurydzy, ktéry nastgpnie zsekwencjonowali i zmapowali.
Stwierdzili, ze wielko$¢ tego obszaru i obecnos¢ w nim genéw z danej rodziny genowej
byty istotnie rézne. Geny obecne w jednej linii, nie wystgpowaty w drugiej, mimo ze
w tej drugiej linii byly widoczne fenotypowe objawy ich ekspresji. Jest to dowdd na to,
ze geny z tej samej rodziny genowej, wywotujace podobne efekty fenotypowe, byly
ulokowane w innych partiach genomu w kazdej z badanych linii. Zdaniem Songa
i Mesinga heterozja moze wigc by¢ nastgpstwem réznic w strukturze genomu, zwlasz-
cza w dystrybucji i obecnosci pewnych genéw z danej rodziny genowej w krzyzowa-
nych ze sobg liniach wsobnych.

Problem dystansu genetycznego, pokrewienstwa i zjawiska heterozji podejmowany
byt wielokrotnie w badaniach: Ajmone Marsana i in. [1998], Boppenmaiera i in. [1993],
Charcosseta i Essioux [1994] oraz Dubreuila i in. [1996].

Zgodnie z teoriami dotyczacymi uwarunkowan genetycznych, zjawisko heterozji
jest wynikiem wspoétdziatania gendw dominujacych (hipoteza dominacji) lub w obregbie
heterozygotycznych loci (hipoteza naddominowania) [Pala 2002]. Dlatego tez poszuku-
je si¢ zwiazku dystansu genetycznego z efektem heterozji wyrazajacym si¢ w plonie.

Dotychczas opublikowane wyniki nie rozstrzygnety, czy podobiefistwo genetyczne
lub pokrewienstwo moga by¢ podstawa do wnioskowania o efekcie heterozji. Zjawisko
heterozji i jej mechanizmy sa problemem od strony genetycznej malo poznanym, lecz
aktualnym i waznym dla metodologii hodowli rodlin. Postgp hodowlany w istocie be-
dzie efektywny poprzez badania genomu jadrowego, plazmonu i ich wspétzaleznosci
oraz interakcji ze srodowiskiem.

Godshalk i in. [1990] wykazali brak zwiazku pomi¢dzy plonem mieszancéw a hete-
rogennoscig marker6w molekularnych dla nie spokrewnionych linii rodzicielskich.

Melchinger i in. [1999] stwierdzili, ze prognozowanie efektu heterozji pomigdzy
grupami wykazujacymi genetyczne podobiefnstwo plazmy zarodkowej nie jest mozliwe
na podstawie dystansu genetycznego okreslonego przy wykorzystaniu markeréw DNA,
lecz powinno by¢ okreslone w doswiadczeniach polowych. Na podstawie danych do-
$wiadczalnych wykazali, ze podzielenie plazmy zarodkowej na zréznicowane pule
genowe jest korzystne dla optymalnego wykorzystania zjawiska heterozji.

Wedlug Adamczyka i in. [2001], zmodyfikowana metoda PCR moze by¢ uzyta do
podzialu materiatéw hodowlanych na grupy pochodzeniowe, jednak mozliwos¢ jej
bezposredniego zastosowania do prognozowania formut mieszancéw wymaga dalszych
badan.

Becker i in. [2000], badajac zalezno$¢ dystansu genetycznego linii wsobnych kuku-
rydzy z efektem heterozji, stwierdzili, iz mieszance kukurydzy DentxDent pochodzace
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z form rodzicielskich o duzym dystansie genetycznym daty najwigkszy efekt heteroz;ji
wyrazony plonem ziarna. Podobne zaleznosci obserwowali Broda in. [2002]. Wykorzy-
stujac markery RAPD do analizy zréznicowania genetycznego linii wsobnych zyta,
wykazali, ze mozna oczekiwaé wyzszego efektu heterozji w mieszancach F,, ktérych
formy rodzicielskie pochodza z puli genowej o znacznym dystansie genetycznym.

Na podstawie wynikéw badan wilasnych stwierdzono, ze markery molekularne
RAPD moga znalez¢ zastosowanie do grupowania linii pod wzgledem pochodzenia,
szczegdblnie tych, dla ktérych dane o pochodzeniu s niepetne, jednakze sa nie przydatne
w prognozowaniu formul mieszancéw. Z kolei dajace wigkszy polimorfizm markery
AFLP mozna wykorzysta¢ do wstgpnej selekcji komponentéw rodzicielskich, ktére
dalej beda testowane w warunkach polowych.

WNIOSKI

1. U wszystkich analizowanych mieszancéw wigkszos¢ cech struktury plonu przyj-
mowala istotnie wyzsze wartosci niz §rednie tych cech obojga rodzicow.

2. Wyselekcjonowane startery — zaré6wno w przypadku marker6w RAPD, jak
1 AFLP — generowaty polimorfizm, ktéry pozwolil na zbadanie podobienstwa genetycz-
nego pomi¢dzy formami rodzicielskimi mieszafncéw.

3. Wstepne wyniki wskazuja na to, iz podobienstwo genetyczne oparte o analiz¢ po-
limorfizmu marker6w molekularnych AFLP koreluje z efektem heterozji. Markery te
moga wigc by¢ wykorzystane do wstgpnej selekcji komponentdw rodzicielskich, ktére
dalej beda testowane w warunkach polowych.

4. W przypadku markeréw molekularnych RAPD liczba polimorficznych produktéw
amplifikacji — pozwalajacych na okreslenie dystansu genetycznego pomig¢dzy kompo-
nentami rodzicielskimi mieszancéw F; — wynosita od 3 do 9. Wyselekcjonowane kom-
binacje starterow w przypadku markeréw molekularnych AFLP generowaly wigcej
produktéw réznicujacych analizowane genotypy, co pozwolito na bardziej precyzyjne
oszacowanie dystansu genetycznego pomie¢dzy komponentami rodzicielskimi. Liczba
wygenerowanych produktéw polimorficznych wynosita od 5 do 16.

5. Markery molekularne RAPD dajace mniejszy polimorfizm w poréwnaniu z mar-
kerami AFLP nie sa przydatne w prognozowaniu formul mieszancéw, poniewaz podo-
biefistwo genetyczne okreslone przy ich wykorzystaniu nie jest skorelowane z efektem
heterozji.
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ASSESSMENT OF GENETIC DIVERSITY OF CORN LINES SUITABLE FOR
BREEDING OF HETEROSIS HYBRIDS, BASED ON MOLECULAR
MARKERS AFLP AND RAPD

Abstract. In the recent years, traditional methods combined with molecular techniques
have been used in many modern breeding programs. This gives the opportunity to intro-
duce more objective selection criteria and parental material selection. It can also allow the
time needed to breed a new hybrid to be significantly shortened. Many scientists tried to
foresee the effect of heterosis by examining the genetic distance between the parental
lines. The experiment was established in 2006 at the Agricultural Experiment Station in
Dton (51° N; 17° E) of Poznan University of Life Sciences. The aim of this study was to
prove the relation between the heterosis effect of the generation F; of corn and the mo-
lecular level genetic distance between the parental components, with respect to their ori-
gin. Proving those relations could make it possible to choose the parental forms which
take part in the creation of a new hybrid, and to decrease the number of lines tested in na-
ture. This shortens the breeding cycle and decreases the cost of breeding. The molecular
markers: AFLP and RAPD can be useful in selecting the parental components for the pur-
pose of corn hybridization.

Key words: AFLP, genetic distance, corn, heterosis, molecular markers, RAPD
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