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Podjeto badania nad ocena dystansu genetycz-
nego linii GMS Janpol na podstawie polimor-
fizmu DNA. Materiatem do badan byto 10 linii
GMS Janpol, bedacych komponentami pieciu
wysoko i pieciu nisko plonujacych doswiadczal-
nych odmian syntetycznych rzepaku ozimego.
Analizy polimorfizmu DNA ocenianych linii
dokonano przy pomocy metody PCR-RAPD
z zastosowaniem 14 starteréw firmy Operon
Technologies. Uzyskano 86 roznicujacych praz-
kéw — markeréw, na podstawie ktorych utwo-
rzono dendrogram wykazujacy relacje pokrewien-
stwa miedzy badanymi liniami. Potwierdzono
zgodno$¢ otrzymanych wynikéw z genealogia
tych linii. Zgodno$¢ te¢ potwierdzity réwniez
wyliczone wartosci dystansu  genetycznego.
Badania beda kontynuowane w celu okreslenia
zaleznosci pomigdzy dystansem genetycznym
a efektem heterozji.

using PCR-RAPD markers
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The investigations were undertaken with the aim
to evaluate the genetic distance among GMS
Janpol lines on the basis of DNA polymorphism.
The material for the study consisted of 10 GMS
Janpol lines, components of 5 high- and 5 low
yielding experimental synthetic varieties of winter
rapeseed. DNA polymorphism was evaluated by
PCR-RAPD method with the use of 14 primers
from Operon Technologies. 86 differentiating
markers were formed. They were used for
development of dendrogram which showed
relationships among investigated lines. This
dendrogram and values of genetic distance were
in concordance with the pedigree of GMS Janpol
lines. The investigations will be continued with
the aim to evaluate the relations between genetic
distance and heterosis.

Wstep

Zjawisko heterozji, czyli wigoru mieszancéw jest fenotypowym wynikiem
wspobtdziatania gendw, okreslanym jako efekt heterozygoty mieszancéw pokolenia
F;. Wedtug hipotezy dominacji przytoczonej przez Ruebenbauera, wiele gendw
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uzupetnia si¢ jakosciowo dajac w stanie heterozygotycznym wzrost wydajnosci
warunkowany przez allele dominujace (Ruebenbauer, Mller 1985). Jest on tym
wigkszy, im wiecej homozygotycznych alleli uzupetni si¢ u obu form rodzi-
cielskich tworzacych pokolenie mieszancowe. Stad teoretycznie najwiekszego
efektu heterozji mozna oczekiwaé przy duzym zroznicowaniu alleli poszcze-
g6lnych gendéw u roslin rodzicielskich. Zréznicowanie takie wystepuje wowczas,
gdy krzyzowane genotypy sa mniej ze soba spokrewnione, wigksze jest ich
oddalenie genetyczne, czyli — dystans genetyczny. Zatem potomstwo genotypow
o0 duzym dystansie genetycznym powinno wykazywac¢ znaczacy efekt heterozji.

Znajomos¢ dystansu genetycznego moze by¢ przydatna réwniez przy
tworzeniu populacji wyjsciowej w procesie hodowlanym, pozwalajac dokonaé
wyboru odpowiednich genotypéw charakteryzujacych si¢ zmiennoscia genetyczna
pod wzgledem pozadanych cech. W ten sposéb wiedza o dystansie genetycznym
umozliwia zgromadzenie zréznicowanego genetycznie materialu wyjsciowego,
co jest warunkiem postepu w hodowli (Lefort-Buson i in. 1988).

Badania nad zwiazkiem pomigdzy wielkoscia efektu heterozji a dystansem
genetycznym prowadzone sa na $wiecie juz od kilkudziesigciu lat, jednak do tej
pory w literaturze spotyka sie wiele kontrowersyjnych wynikéw na ten temat.

Oceny dystansu genetycznego mozna dokona¢ dwoma drogami:

1) przez przewidywanie — a priori,

2) na podstawie obserwacji i badan — a posteriori.

Pierwsze z metod wykorzystuja znajomos¢ danych, takich jak genealogia
danego obiektu, informacja o pochodzeniu geograficznym. Druga grupa metod
opiera sie na analizach matematyczno-statystycznych danych uzyskanych z obser-
wacji cech fenotypowych oraz wynikéw badan molekularnych (Lefort-Buson,
de Vienne 1985).

Analiza polimorfizmu DNA przy zastosowaniu technik molekularnych
pozwala na niezalezna od wptywu s$rodowiska oceng istniejacej zmiennosci
genetycznej. Ponadto mozna dokona¢ jej w znacznie krotszym czasie niz przy
pomocy metod tradycyjnych, co znacznie przyspiesza etapy hodowli. Pierwsze
markery molekularne wykorzystane do badania zmiennosci otrzymano juz ponad
30 lat temu, stosujac elektroforeze izoenzymatyczna. Technika ta pozwala na wykry-
cie zmiennosci DNA na poziomie biatek, jest jednak ograniczona do niewielkiej
ilosci wybranych locus (Lefort-Buson i in. 1988). Opracowanie metody PCR (ang.:
polymerase chain reaction), czyli tancuchowej reakcji enzymu polimerazy,
umozliwito rozwoj wielu metod pozwalajacych na analizg wigkszej czgsci genomu.
Jedna z nich jest reakcja RAPD (ang.: random amplified polymorphic DNA)
(Welsh, McClelland 1990; Williams i in. 1990), gdzie poprzez zastosowanie wybra-
nych 10-nukleotydowych starteréw nastepuje powielanie fragmentéw genomo-
wego DNA o przypadkowej sekwencji. Kazdy ze starteréw daje charakterystyczny
dla danego genotypu obraz polimorficznych prazkéw — markeréw molekularnych.
Na ich podstawie dokonuje sie obliczen dystansu genetycznego.



Ocena dystansu genetycznego pomigdzy liniami ... 371

Technike PCR-RAPD zastosowano réwniez w Pracowni Heterozji Zaktadu
Roslin Oleistych w badaniach nad liniami GMS Janpol, zrédtem genetycznej meskiej
sterylnosci, w celu wyselekcjonowania komponentéw do tworzenia odmian synte-
tycznych opartych na tym systemie i czesciowo wykorzystujacych efekt heterozji.
Poszukiwane sa optymalne komponenty o duzym dystansie genetycznym.

Material i metodyka

Badaniom poddano 10 linii GMS Janpol pochodzacych ze zbioru w 1995 roku
0 nastepujacych numerach polowych: 5581, 5585, 5590, 5591, 5592, 5594, 5598,
5608, 5610, 5616. Kryterium wyboru byta ocena plonu doswiadczalnych odmian
syntetycznych rzepaku ozimego pokolenia S; utworzonych w oparciu o genetyczng
meska sterylnos¢ GMS Janpol. Wybrano linie bedace komponentami pieciu
wysoko i pieciu nisko plonujacych takich odmian.

Izolacje catkowitego DNA dla kazdej linii wykonano z kilkudniowych siewek
(10-12 z jednej linii), wedtug zmodyfikowanej metody Doyle i Doyle (1990).
Zamrazane ciektym azotem i roztarte na proszek w porcelanowych mozdzierzach
siewki zalewano ogrzanym do temperatury 65°C buforem ekstrakcyjnym 2 x CTAB
[2% (w/v) CTAB (ang.: cetyltrimethylammonium bromide); 100 mM Tris-HCI
(ang.: tris(Hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride) (pH 8,0); 20 mM EDTA
(ang.: ethylenediaminetetraacetic acid); 1,4 M NaCl; 1% (w/v) PVP (ang.:
polyvinylpyrrolidone); 1% (v/v) B-merkaptoetanol]. Po inkubacji w 65°C przez
30 minut, do kazdej z préb dodawano jedna objetos¢ mieszaniny chloroform —
oktanol 24:1 (v/v), a nastgpnie wirowano przez 10 minut przy 12000 x g. Pobie-
rano fazg wodna i wytracano DNA dodajac 2/3 objgtosci izopropanolu. W celu
usuniecia kwaséw rybonukleinowych proby traktowano RNA-za A o stezeniu
40 pg/ml, przez 1 godzine w temperaturze 37°C. Po ponownym wytraceniu i oczysz-
czeniu osad DNA rozpuszczano w buforze TE i przechowywano w temperaturze
4°C. Jakosc¢ i stezenie preparatdw sprawdzano za pomoca elektroforezy w 0,8%
zelu agarozowym, w buforze 1 x TBE.

Otrzymane préby DNA poddano analizie polimorfizmu metoda PCR-RAPD.
Zastosowano 14 starterow firmy Operon: OP C02, OP G05, OP L12, OP N01, OP
P07, OP W01, OP W02, OP W04, OP W05, OP W06, OP W07, OP Y04, OP Y13,
OP Y15. Amplifikacje DNA przeprowadzono w termocyklerze UNO Il firmy
Biometra zachowujac nastepujace warunki reakcji: denaturacja wstepna w 95°C
przez 30 sekund, a nastepnie 45 cykli obejmujacych denaturacje w 95°C przez
30 sekund, hybrydyzacje w 35°C przez 1 minute, polimeryzacje w 72°C przez
2 minuty 30 sekund, koncowa polimeryzacja w 72°C przez 5 minut. Produkty
reakcji analizowano przy pomocy elektroforezy w 1,8% zelu agarozowym
w buforze TBE, przy nat¢zeniu pradu 80 mA, wybarwiano w bromku etydyny
i obserwowano w swietle UV. Jako wzér wielkosci fragmentdw zastosowano DNA
faga Lambda trawione enzymami Hind 111 i Eco Rl (MBI Fermentas).
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Na podstawie uzyskanych polimorficznych prazkéw — markeréw, okreslono
relacje pokrewienstwa miedzy badanymi liniami oraz odlegtosci genetyczne
pomiedzy nimi, wykorzystujac pakiet programéw PHYLIP 3.5 (Felsenstein 1993).
Dane wyjsciowe zapisywano w systemie zero—jedynkowym, gdzie 1 oznaczato
wystepowanie prazka dla danej linii, a 0 — jego brak. Wartosci dystansu
genetycznego obliczono przy pomocy programu GENDIST wedtug wzoru
opracowanego przez Nei (1972). Kontynuujac obliczenia w programie
NEIGHBOR na podstawie uzyskanych danych o dystansach genetycznych
utworzono drzewa pokrewienstwa stosujac metodg¢ UPGMA (ang.: uweighted pair
group arithmetic average clustering). Wyniki pochodzace ze 100 rdznych
zestawOw danych (Margush i McMorris 1981) zostaly nastepnie przeksztatcone
w jedno wspodlne drzewo pokrewienstwa dzigki programowi CONSENSE. Jego
obraz graficzny w postaci dendrogramu (rys. 1) otrzymano stosujac program
DRAWGRAM. Wszystkie wymienione programy wchodza w sktad wspomnianego
pakietu programéw PHYLIP 3.5.

Linia5592
— Linia5616
——— Linia5585
— Linia5608
— Linia5610
Linia5598
— Linia5594
— Linia5590
—— [inia5591
—— Linia5581

Rys. 1. Dendrogram okreslajacy relacje pokrewiefstwa miedzy badanymi liniami GMS Janpol,
uzyskany przy pomocy pakietu programoéw PHYLIP, na podstawie markeréw typu RAPD —
Dendrogram of relationships among investigated GMS Janpol lines, obtained with the PHYLIP
program package, on the basis of RAPD markers
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Wyniki i dyskusja

W przeprowadzonych reakcjach PCR-RAPD, po odrzuceniu mniej wyraznych
prazkéw ostatecznie uzyskano 86 markeréw roznicujacych DNA badanych linii.
Sposréd zastosowanych czternastu starteréw najbardziej roznicujace okazaty sie
OP CO02, OP L12, OP NO1, OP W05 i OP Y15 (fot. 1). Biorac pod uwageg
wszystkie uzyte startery i otrzymane markery, srednio na jeden starter przypada
6 uzyskanych polimorficznych prazkéw. Najwigksza ilos¢ (11) otrzymano w reakcji
ze starterem OP L12.

Warto$ci dystansu genetycznego obliczone dla wszystkich par badanych linii
wynosity od 0,3112 do 1,0871, (tab. 1). Wyliczone wartosci dystansu gene-
tycznego, jak réwniez otrzymany w wyniku koncowym dendrogram (rys. 1),
okreslajacy relacje pokrewienstwa pomiedzy ocenianymi liniami, okazaty sie
zgodne z ich genealogia. Genealogi¢ linii zbadano analizujac dane z osmiu
poprzedzajacych lat. Jako przyktad zamieszczono dwa wykresy przedstawiajace
pochodzenie linii 0 matej i wiekszej wartosci dystansu genetycznego (rys. 2 i 3).
Linie o matej odlegtosci genetycznej sa blisko spokrewnione i maja wspdlnych
przodkdw. Natomiast u linii o wigkszej wartosci dystansu genetycznego, bardziej
oddalonych genetycznie nie znaleziono wspélnego pochodzenia.

Otrzymane wyniki stanowia wstepny etap badan nad okresleniem dystansu
genetycznego. Zastosowano na razie zbyt mata liczbe starterdw, aby uzyskaé
wystarczajaca ilos¢ markeréw do oceny. Dotychczas potwierdzono jedynie
zgodnos¢ genealogii linii z otrzymanymi dla nich wartosciami dystansu
genetycznego, okreslonymi na podstawie markerow PCR-RAPD. Nalezatoby
rowniez zbada¢ zwiazek pomiedzy tymi wartosciami a efektem heterozji, aby
stwierdzi¢ przydatnos¢ oceny dystansu genetycznego w hodowli mieszancowej
rzepaku. Swiatowe badania dotyczace poszukiwania tych relacji sa czesto bardzo
kontrowersyjne w ocenie.

W pracach wykorzystujacych markery RFLP do oceny dystansu genetycznego
u owsa (Moser, Lee 1994) i rzepaku (Diers i in. 1996) nie stwierdzono
uzytecznosci tego miernika do przewidywania efektu heterozji. W drugiej
Z cytowanych prac zaobserwowano wyrazng korelacje dystansu genetycznego
jedynie z wysokoscia roslin u mieszancdw, cecha ktorej heterozja byta spowodo-
wana efektem dominacji. Wedtug autoréw jednym z najwazniejszych powoddw
stabej korelacji dystansu genetycznego i pozadanej cechy byt brak sprzezenia
pomiedzy genami warunkujacymi dana ceche a wiekszoscia markerdw wyko-
rzystanych do oceny dystansu genetycznego. Konieczne jest sprzezenie loci
markeréw z QTL (ang.: quantitative trait loci) czyli loci genéw warunkujacych
cechy ilosciowe. Dystans genetyczny obliczony na podstawie takich markerow
mogtby dopiero by¢ wskaznikiem do przewidywania pozytywnego efektu heterozji
(Moser, Lee 1994).
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Fot. 1 Elektroforetyczny rozdziat na 1,8% zelu agarozowym produktéw reakcji PCR-RAPD
z zastosowaniem starterbw OP C02, OP L12, OP W05 obrazujacy polimorfizm DNA linii GMS
Janpol. Na gorze fotografii — numery badanych linii.

M — standard wielkosci fragmentéw — DNA faga lambda hydrolizowany enzymami restrykcyjnymi
Eco RI'i Hind Il (w parach zasad - pz).

1,8% agarose gel electrophoresis of PCR-RAPD products obtained using OP C02, OP L12, OP W05
primers, representing DNA polymorphism of GMS Janpol lines. Numbers of studied lines above
the photos.

M — molecular size marker — phage lambda DNA digested with endonuclease Eco RI and Hind 11
(in base pairs — bp).

OP W05




Tabela 1

Dystans genetyczny dla kazdej z par badanych linii GMS Janpol uzyskany przy pomocy programu Gendist z pakietu PHYLIP
Genetic distance of each investigated pair of GMS Janpol lines, obtained with the use of GENDIST program from PHYLIP package

Linie: 5581 5585 5590 5591 5592 5594 5598 5608 5610 5616
5581 0,8708 0,7655 0,7167 0,7167 0,6042 1,0871* 0,6257 0,9280 0,5831
5585 0,8708 0,5831 0,6702 0,4654 0,7908 0,4113 0,7655 0,3939 0,3600
5590 0,7655 0,5831 0,3272 0,5831 0,4841 0,4113 0,4654 0,3939 0,6702
5591 0,7167 0,6702 0,3272 0,5423 0,4113 0,4841 0,6257 0,4290 0,8168
5592 0,7167 0,4654 0,5831 0,5423 0,5625 0,5225 0,5423 0,6257 0,4290
5594 0,6042 0,7908 0,4841 0,4113 0,5625 0,8168 1,0871* 0,7908 0,6931
5598 1,0871 0,4113 0,4113 0,4841 0,5225 0,8168 0,4113 0,3112* 0,6042
5608 0,6257 0,7655 0,4654 0,6257 0,5423 1,0871* 0,4113 0,5031 0,7167
5610 0,9280 0,3939 0,3939 0,4290 0,6257 0,7908 0,3112* 0,5031 0,5831
5616 0,5831 0,3600 0,6702 0,8168 0,4290 0,6931 0,6042 0,7167 0,5831

Dystans wyliczony metoda Nei. Ttustym drukiem wyr6zniono najwyzsze i najnizsze wartosci, * oznaczono wartosci skrajne
Genetic distance counted using Nei’s method. The highest and the lowest values are marked with a bold type, extreme values are marked with

the sign *.




1995 5591/95 0,3272 * 5590/95

1993 674/93 + 640/93 + 731/2
\ SN
1992 52 4485/4 615/5 4525/1
1991 52 20/3 3744 53/6
/ \
1990 143/2 101/1 X 4474/1 5529/2 144/3
1989 4006/2 MI- 22 5808/6

1988 38/2 48/2 X 1017/1 /\ 2416/8 38/5

2715/5/83 x 2879/3/83

* — wartos¢ dystansu genetycznego dla badanych linii, po lewej stronie rok zbioru — wsp6lne rodowody oraz numery badanych linii zaznaczono ttustym drukiem
the genetic distance value of studied lines, the year of a harvest on the left — the common pedigree and numbers of studied lines are marked with a bold type

Rys. 2. Pochodzenie linii GMS Janpol o matym dystansie genetycznym — Parentage of GMS Janpol lines with small genetic distance



1995 5585/95 0,8708* 5581/95

N

1993 733/2 + 698/3 685/1 + 722/3
1992 4529/1 4435/10 4412/5 4510/1
1991 53/20 1/1 x 1/6 34/7 42/4
1990 144/3 63/ x 63/3 114/2 125/4
1989 4095/1

1988 38/5 9/4 | 14/88 566/88

AN a\ N a

1987 3269/14 x 3269/7 3269/15 x 3411/1 3271/17 x 4704/1  3258/14 x 3258/17

* —wartos¢ dystansu genetycznego miedzy badanymi liniami, po lewej stronie rok zbioru — the genetic distance value between studied lines, the year of a harvest on the left

Rys. 3. Pochodzenie linii GMS Janpol o duzym dystansie genetycznym — brak wspdlnych przodkéw — Parentage of GMS Janpol lines with
a big genetic distance — lack of common pedigree
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Podobne wnioski mozna znalez¢ w innej pracy dotyczacej badan nad ocena
dystansu genetycznego u szesciu populacji soi (Helms i in. 1997), gdzie ocene
przeprowadzono z wykorzystaniem markerow RAPD. Analiza polimorfizmu DNA
ta metoda jest wprawdzie szybsza i mniej pracochtonna niz przy zastosowaniu
metody RFLP, jednakze zastosowanie starterbw o przypadkowej sekwencji
powoduje powielanie fragmentéw DNA réwniez z neutralnej, nie kodujacej czesci
genomu, co jest przyczyna matej wspoizaleznosci miedzy ocenianym dystansem
genetycznym a przewidywanym efektem heterozji (Rafalski i in. 1998; Helms
i in. 1997). Poza koniecznoscia selekcji markeréw zwiazanych z cechami iloscio-
wymi proponuje si¢ réwniez uzycie specyficznych starterow w reakcjach PCR
(Rafalski i in. 1998).

Pomimo wspomnianych trudnosci z wykorzystaniem markeréw RAPD do
oceny dystansu genetycznego i jego zastosowaniem w hodowli mieszancow,
w literaturze mozna znalez¢ réwniez pozytywne wyniki. Rezultaty takie osiagnieto
w badaniach nad liniami wsobnymi kukurydzy (Lanza i in. 1997), jak tez formami
rodzicielskimi gorczycy sarepskiej (Jain i in. 1994). W obu przypadkach na
podstawie markeréw uzyskanych metoda PCR-RAPD dokonano podziatu bada-
nych genotypow na odlegte genetycznie grupy, a mieszance otrzymane w wyniku
krzyzowan migdzy nimi wykazywaly wysoki stopien heterozji. Nie znaleziono
natomiast zaleznosci migdzy dystansem genetycznym a heterozja, jesli podziat
na wspomniane grupy nie byt brany pod uwage. Najwazniejszym pozytywnym
whnioskiem uzyskanym z omawianych badan jest uzytecznos¢ analiz RAPD
w zakwalifikowaniu genotypdw o nieznanym pochodzeniu do znanych hete-
rotycznych grup. Taki podziat pozwolitby zmniejszy¢ koszty hodowli poprzez
eliminacje badan mieszancOw wewnatrz danej grupy (Jain i in. 1994). Pomocny
bytby réwniez przy wyborze najlepszych kombinacji krzyzowan migdzy liniami,
redukujac liczbg badanych mieszancéw w doswiadczeniach polowych (Lanza
i in. 1997).

Badania nad mieszancami pokolenia F; utworzonymi migdzy genotypami
0 tym samym i odmiennym pochodzeniu geograficznym, czyli spokrewnionymi
i odlegtymi genetycznie prowadzono juz kilkanascie lat temu we Francji (Lefort-
Buson i in. 1987). Badano europejskie i azjatyckie linie wsobne rzepaku.
Otrzymane wyniki jasno ukazaty przewage w plonowaniu mieszancéw F; z grupy
europejsko—-azjatyckiej, w relacji do badanych odmian i linii wsobnych oraz
mieszancow utworzonych wewnatrz grup linii europejskich czy azjatyckich. Uzys-
kano zatem pozytywny efekt heterozji krzyzujac genotypy oddalone genetycznie.

Tak wigc ocena dystansu genetycznego moze by¢ pomocna przy wyborze
odpowiednich komponentdéw rodzicielskich do krzyzowan, jak tez przy kwalifi-
kowaniu genotypow do odlegtych genetycznie grup (jesli nie znamy pochodzenia
badanych obiektdw). Zastosowanie markerdw molekularnych otrzymanych metoda
PCR-RAPD pozwala przyspieszy¢ dokonanie takiej oceny.
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