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Streszczenie. Programy hodowlane kukurydzy koncentruja si¢ na otrzymaniu odmian
mieszancowych wykazujacych jak najwyzszy efekt heterozji. Wielu badaczy przypisuje
zalezno$¢ tego efektu od dystansu genetycznego form wyjsciowych przy uwzglednieniu ich
pochodzenia. Uwaza sig, ze im mniej podobne genetycznie do siebie sa linie wyjsciowe,
tym wigkszy efekt heterozji generuja ich mieszance F,. Narzedziem umozliwiajacym gru-
powanie linii wsobnych oraz wyznaczanie dystansu genetycznego migdzy nimi sa mark-
ery molekularne. Materiatem roslinnym uzytym do badan byty 94 linie wsobne kukurydzy
z Hodowli Ros$lin Smolice Spétka z 0.0. oraz w Matopolskiej Hodowli Roslin. W wyni-
ku przeprowadzonych badan wykazano uzyteczno$¢ markerow molekularnych SSR do
podziatu genotypow grupy podobienistwa oraz do wyznaczania dystansu genetycznego
migdzy liniami wsobnymi kukurydzy. Dystans genetyczny wyznaczony w oparciu o mark-
ery molekularne miescit si¢ w zakresie od 48% do 97%. Dystans migdzy liniami wsobnymi
kukurydzy ustalony na podstawie wielkos$ci analizowanych cech struktury plonu wahat sig
w zakresie od 86% do 99%.

Stowa kluczowe: kukurydza, markery mikrosatelitarne, podobienstwo genetyczne

WSTEP

Obecnie podstawa hodowli kukurydzy jest wykorzystanie zjawiska heterozji (wybu-
jatosci mieszancow F,), wystepujacego na skutek skrzyzowania dwoch linii wsobnych
o jak najwigkszej zdolno$ci kombinacyjnej. W efekcie otrzymywane sa wysokoplenne
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mieszance o cechach przewyzszajacych linie rodzicielskie. Odpowiednie dobranie kom-
ponentow rodzicielskich nowych odmian mieszancowych staje si¢ kluczowym elemen-
tem w procesie hodowlanym [Kuriata i Topolski 2003]. Wielu naukowcow uwaza, ze
heterozja zwiazana jest z dystansem genetycznym migdzy formami rodzicielskimi, okre-
$lanym przez polimorfizm DNA. Obecnie prowadzone sa intensywne badania nad moz-
liwoscia wykorzystania markerow molekularnych przy wyborze linii rodzicielskich do
krzyzowan heterozyjnych.

Celem badan byta analiza zrdéznicowania genetycznego linii wsobnych kukurydzy
(wyprowadzonych z réznych materiatdéw wyjsciowych) przeznaczonych do krzyzowan
heterozyjnych oraz analiza zmiennosci cech struktury plonu tych linii.

MATERIAL | METODY

Materiatem roslinnym uzytym do badan byty 94 linie wsobne kukurydzy wyprowa-
dzone ze zréznicowanych materiatow wyjsciowych, ktore postuza jako komponenty ro-
dzicielskie do krzyzowan heterozyjnych. Linie te pochodzity z Hodowli Roslin Smolice
Spotka z 0.0. oraz oddziatu Malopolskiej Hodowli Roslin w Kobierzycach.

Roczne doswiadczenie polowe z liniami wsobnymi kukurydzy zostalo zatozone
w 2015 roku na poletkach o powierzchni 10 m* w uktadzie blokéw losowanych komplet-
nych w trzech powtorzeniach w Hodowli Roslin Smolice Sp. z 0.0. Pomiary biometrycz-
ne wybranych cech morfologicznych oraz wybranych cech struktury plonu zostaly prze-
prowadzone w pierwszej polowie listopada 2015 roku i obejmowaty: wysoko$¢ rosliny,
wysoko$¢ osadzenia pierwszej kolby, srednica kolby, dtugos¢ kolby, liczba rzedow ziarna
w kolbie, liczba ziaren z kolby, masa $wiezych ziaren z kolby, masa ziaren z kolby przy
wilgotnosci 15%. Pomiary dotyczace cech struktury plonu przeprowadzano na 20 losowo
wybranych kolbach z trzech powtorzen kazdej linii wsobne;.

Materiat do badan polimorfizmu DNA pobrano z 10-dniowych siewek uzyskanych
ze skietkowanych w warunkach laboratoryjnych ziarniakdéw. Z kazdej odmiany z losowo
wybranych 5 roslin pobrano fragment liscia do izolacji. Izolacj¢ DNA prowadzono wy-
korzystujac zestaw do izolacji genomowego DNA z roslin Genomic Mini AX PLANT
firmy A&A Biotechnology zgodnie z dotaczong procedura. Proby po izolacji rozcien-
czano woda destylowana w celu uzyskania jednolitego st¢zenia DNA 40 ng/ul. Reakcje
PCR (Polymerase Chain Reaction) przeprowadzono w mieszaninie reakcyjnej o sktadzie:
woda — 5 pl, DreamTaq"™Green PCR Master Mix — 6,25 pl, starter — 0,25 pl (stezenie
koncowe starterow wynosito 20 uM), matryca DNA — 1 pl. Sekwencje starterow uzytych
do analiz SSR [Smith 1997] oraz ich temperatury przytaczania zamieszczono w tabeli.

Rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji PCR prowadzono w 2,5-procentowym
zelu agarozowym.

Dendrogram dystansu genetycznego wyznaczonego przy uzyciu markerow mole-
kularnych SSR sporzadzono przy wykorzystaniu programu komputerowego UVIMAP
w funkcji Nei i Li [1979] korzystajac ze wzoru:

GS =2n,,/ (n,+ny)
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Tabela. Sekwencje starterow oraz ich temperatury przylaczania

Table.  The sequences of the primers and their annealing temperature

Temp.
przyta-
Nazwa Starter F (5'-3") Starter R (5'-3") czania
Name Primer F (5-3") Primer R (5'-3") Anne-
aling
temp.
Phi053 CTGCCTCTCAGATTCAGAGATTGAC AACCCAACGTACTCCGGCAG 61°C
Phil27  ATATGCATTGCCTGGAACTGGAAGGA AATTCAAACACGCCTCCCGAGTGT 62°C

Phil01049 CCACGTCCATGATCACACC CCGGGAACTTGTTCATCG 57°C
Phi3390117 ACTGCTGTTGGGGTAGGG GCAGCTTGAGCAGGAAGC 58°C
Phi331888 TTGCGCAAGTTTGTAGCTG ACTGAACCGCATGCCAAC 57°C
Phi423796 CACTACTCGATCTGAACCACCA CGCTCTGTGAATTTGCTAGCTC 57°C
Phi328175 GGGAAGTGCTCCTTGCAG CGGTAGGTGAACGCGGTA 58°C
Phi034 GGGGAGCACGCCTCCGTTCT TAGCGACAGGATGGCCTCTTCT  63,5°C
Phil00175 TATCTGACGAATCCCATTCCC GTACGTACCGGACGGACGG 58,6°C
Phi233376 CCGGCAGTCGATTACTCC CGAGACCAAGAGAACCCTCA 57,2°C
Phi059 AAGCTAATTAAGGCCGGTCATCCC TCCGTGTACTCGGCGGACTC 62,2°C
Phi041 TTGGCTCCCAGCGCCGCAAA GATCCAGAGCGATTTGACGGCA  66,5°C

Phi039 ACCGTGTCTAATGTGTCCATACGG CGTTAGGAGCTGGCTAGTCTCA  59,5°C
Phi098 GTATGGTTGGGTACCCGTCTTTCTA ~ GAGATCACCGGCTAGTTAGAGGA 58,9°C

Phi090 CTACCTATACAAGCGATGGGGA CGTGCAAATAATTCCCCGTGGGA  60,9°C
Phi053 CTGCCTCTCAGATTCAGAGATTGAC AACCCAACGTACTCCGGCAG 60,8°C
Phi047 GGAGATGCTCGCACTGTTCTC CTCCACCCTCTTTGACATGGTATG  58,9°C

Phi074  CCCAATTGCAACAACAATCCTTGGCA GTGGCTCAGTGATGGCAGAAACT 61,8°C
Phi079 TGGTGCTCGTTGCCAAATCTACGA GCAGTGGTGGTTTCGAACAGACAA 61,8°C

Phi066 CCATCCTTGAGGTGGTGTGAC GAAGAAGCAGTAGCACTTGGT  58,8°vC
gdzie:
GS —indeks podobienstwa genetycznego (genetic similarity) migdzy dwiema badany-
mi liniami,
2n,, — liczba prazkow w obu genotypach,

n,, n, — liczba prazkoéw charakterystycznych dla danego genotypu.
Dystans genetyczny migdzy liniami wsobnymi kukurydzy obliczono ze wzoru:
D=1-GS

Dendrogram przedstawiajacy dystans migdzy analizowanymi liniami wyznaczony
na podstawie wartosci analizowanych cech fenotypowych wyrazono odlegtosciami Eu-
klidesowymi. Odlegtos¢ Euklidesowa jest miara odlegltosci migdzy dwoma skupiskami
wyznaczong w linii prostej, ktora przeznaczona jest tylko do analizy zmiennych iloscio-
wych. Zmienno$¢ warto$ci zréznicowania molekularnego i fenotypowego przedstawiono
na wykresie pudetkowym.
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WYNIKI

Warto$¢ dystansu genetycznego migdzy liniami wsobnymi kukurydzy, wyznaczonego
przy uzyciu 20 par starterow wahata si¢ w zakresie od 48% (migdzy liniami a pozosta-
tymi genotypami) do 97% (w przypadku linii 15-61, 50-80, 10-38, 90-91). Srednio
jedna para starterow generowata od 1 do 4 prazkow polimorficznych. Linie, ktore dzielit
najwigkszy dystans w wigkszosci przypadkow pochodzity z tych samych hodowli. Geno-
typy podzielono na pig¢ grup podobienstw. Grupy 115 zawieraty po 2 genotypy, grupy 2
14 po 7. Najwigcej linii (76) zostalo przypisanych do grupy 3, w ktorej jako jedynej moz-
liwe bylo wyroznienie podgrup (rys. 1). Tylko dwie grupy zawieraly linie pochodzace
wylacznie z tej samej hodowli — grupa 112. W pozostatych przypadkach zaobserwowano
duza réznorodno$¢ jezeli chodzi o grupowanie pod wzgledem przynaleznosci do hodow-
li, z ktérej linie pochodza.
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Rys. 1. Dendrogram dystansu genetycznego wyznaczony w oparciu o analiz¢ markeréw moleku-
larnych SSR przy uzyciu programu komputerowego UVIMAP w funkcji Nei i Li [1979].
Genotypy 1-60 pochodza z Hodowli Roslin Smolicach, 61-94 z Matopolskiej Hodowli
Roslin
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Fig. 1. Dendrogram of genetic distance based on the analysis of SSR molecular markers using
the UVIMAP computer program in Nei and Li [1979]. Genotypes 1-60 come from Plant
Breeding Smolice and the 61-94 from Malopolska Plant Breeding
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Warto$¢ dystansu genetycznego wyznaczonego na podstawie analizy wartoSci cech
struktury plonu miescita si¢ w zakresie od 86% migdzy linig 93 a pozostatymi do 99%
migdzy liniami 22-31, 21-42, 28-40, 25-47 (ktore pochodzity z tych samych hodowli).
Na podstawie uzyskanych danych genotypy podzielono na dwie glowne grupy (rys. 2),
ktore dzielit dystans genetyczny wynoszacy 86,5% oraz osobna lini¢ (93) podobna do
nich w 14%. Pierwsza grupa podobienstwa zawierata 24 genotypy i dzielita si¢ na pod-
grupy. Pozostate linie (69) przypisano do grupy drugiej, w ktérej mozliwe byto wyrdz-
nienie podgrup, jednakze tendencje do grupowania wedtug hodowli, z ktorej uzyskano
genotypy zaobserwowano w przypadku pigciu z szesciu podgrup.

Zroéznicowanie fenotypowe wyrazone odlegtosciami Euklidesa charakteryzowato
si¢ mniejsza zmienno$cia niz zréoznicowanie genetyczne oszacowane metoda Nei i Li
(rys. 3). Odleglosci miedzy obiektami na poziomie fenotypowym wynosity od 0,01 do

e
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Rys 2. Dendrogram wyznaczony na podstawie analizy wartosci analizowanych cech morfolo-
gicznych oraz cech struktury plonu za pomoca odlegtosci Euklidesa. Genotypy 1-60 po-
chodza z Hodowli Roslin Smolicach, 61-94 z Matopolskiej Hodowli Roslin.

Fig.2. A dendrogram based on the analysis of the values of the analyzed morphological features
and yield features by Euclidean distance. Genotypes 1-60 come from Plant Breeding
Smolice and the 61-94 from Malopolska Plant Breeding.
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0,37, ze $rednia warto$cia wynoszaca 0,11. Z kolei zréznicowanie molekularne ksztatto-
wato sig¢ od 0,027 do 0,778, przy czym S$rednia wartos¢ wynosita 0,35. Zaré6wno analizy
molekularne, jak i analizy cech struktury plonu pozwalaja na wyznaczenie grup podo-
bienstw migdzy analizowanymi liniami, ktore w wigkszo$ci grupuja si¢ zgodnie z przy-
nalezno$cia do hodowli, z ktorej pochodza. Analizujac zakres zmienno$ci wyznaczony
na podstawie analiz molekularnych z zakresem zmienno$ci wyznaczonym na podstawie
analiz cech fenotypowych, nie zaobserwowano zbieznosci migdzy nimi (rys. 3).
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Rys 3.  Graficzne przedstawienie zakresu zmiennos$ci wyznaczonej na podstawie danych mole-
kularnych i fenotypowych

Fig. 3. Graphical representation of the range of variability determined on the basis of molecular
and phenotypic data

DYSKUSJA

Hodowcy kukurydzy poszukuja coraz nowszych i doskonalszych metod, ktoére umoz-
liwityby jak najdokfadniejsza oceng zmiennos$ci genetycznej wykorzystywanej podczas
wyprowadzania nowych odmian. Réznorodnos¢ materiatéw hodowlanych moze by¢ okre-
$lona na podstawie markerow izoenzymatycznych (sprz¢zonych z okreslona cecha) Iub
poprzez analiz¢ DNA. Wielu autoréw stara si¢ wyselekcjonowaé komponenty rodziciel-
skie, wykorzystujac dystans genetyczny wyznaczany na podstawie polimorfizmu marke-
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row DNA [Broda i in. 2007]. Uzyteczno$¢ markeréw molekularnych do prognozowania
efektu heterozji stwierdzono przy zatozeniu, ze s one silnie dominujace, frekwencja alleli
jest negatywnie skorelowana z liniami wyj$ciowymi, maja one wysoki wskaznik odziedzi-
czalnoS$ci oraz wystgpuje potaczenie migdzy loci cech ilo§ciowych [Bernardo 1992].

Rafalski i in. [1998] wyznaczyli podobiefstwo linii wsobnych kukurydzy za pomoca
metod wykorzystujacych reakcje PCR z zastosowaniem systemu RAPD oraz z uzyciem
starterOw zawierajacych czgSciowe sekwencje pogranicza intron-egzon. Obie techni-
ki okazaly si¢ przydatne podczas oceny zrdznicowania genetycznego, a zastosowanie
startero6w fragmentarycznie komplementarnych do zetknigcia intron-egzon pozwolilo na
analize genotypow o wysokim podobienstwie. Przydatno$¢ markeréw RAPD do grupo-
wania genotypow wedlug podobienstwa potwierdzili Tomkowiak i inni [2009]. Dziesig¢
par starterow generowalo 72 prazki polimorficzne (3—9 dla pojedynczego startera), ktore
umozliwily analiz¢ dystansu genetycznego migdzy komponentami rodzicielskimi linii
mieszancowych. Wahat si¢ on w przedziale od 64% do 93%. Jednakze nie wykazano
istotnej korelacji migedzy dystansem genetycznym form rodzicielskich a wielkos$cia hete-
rozji cech struktury plonu pokolenia F1, wyznaczona wzgledem $redniej wartosci cechy
linii wyjsciowych. Z tej przyczyny system RAPD nadaje si¢ do grupowania genotypoéw
pod wzgledem pochodzenia, jednakze nie jest wystarczajacy do selekcji linii ojcowskich
i matecznych w hodowli heterozyjne;j.

Badania prowadzone z uzyciem markeréw RLFP prowadzone na 148 liniach wsob-
nych kukurydzy potwierdzily mozliwos¢ ich stosowania podczas grupowania materia-
hu hodowlanego na grupy heterotyczne. Zastosowanie 48 markeréw RLFP umozliwito
wyodrebnienie dwoch gtownych grup [Mumm i Dudlley 1997]. Dillman i inni [1997]
uzyli markeréw RLPF oraz dystansu fenotypowego w badaniach 145 linii wsobnych ku-
kurydzy. Stwierdzili, iz ten system markerow jest przydatnym narz¢dziem do roéznico-
wania blisko spokrewnionych osobnikéw pochodzacych z réznych zrddet hodowlanych.
Jednakze nie jest odpowiedni do przewidywania efektu heterozji w krzyzowaniach linii
z roznych grup heterotycznych [Benchimol i in. 2000].

Mozliwo$ci okreslania dystansu genetycznego linii wsobnych kukurydzy szukano
takze, stosujac system ALFP [Tomkowiak i in. 2010]. Pig¢ par starterow generowato
56 prazkow polimorficznych (5-16 dla jednego startera) umozliwiajacych wyznaczenie
stopnia podobienstwa, ktory byt skorelowany z efektem heterozji. Znaczenie dystansu
genetycznego byto wigksze w przypadku heterozji dotyczacej dhugosci kolby oraz jej
srednicy, najmniejsze za§ wzgledem plonu ziarna.

Berilli i inni [2011] badali dystans genetyczny migdzy dwoma populacjami kuku-
rydzy (CYMMYT oraz Piranao), ktory oszacowali za pomoca markerow ISSR (inter-
simple sequence repeat) — 13 starterow generowato az 140 prazkow, z czego 84,4% byto
polimorficznych. Przebadane genotypy podzielono zgodnie z dystansem genetycznym na
dwie zasadnicze grupy, ktore zawieraty gléwnie osobniki z jednej populacji.

Kazda z powyzszych technik ma swoje wady. Markery RAPD sa bardzo tatwe i szyb-
kie do otrzymania z powodu ich losowej sekwencji, jednakze wykazuja brak powtarzal-
no$ci. Markery ALFP maja $rednia powtarzalno$¢, ale sa kosztowne i pracochtonne,
system RFLP za$ nie wykazuje korelacji dystansu genetycznego z wysokoscia efektu
heterozji. Systemem, ktory eliminuje niektére z tych mankamentow oraz wykazuje duzy
polimorfizm, sa markery SSR. Powell i inni [1996] w swoich badaniach wykazali, iz
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startery te produkuja dwa razy wigcej informacji w poréwnaniu do AFLP i RAPD oraz o
40% wigcej niz RFLP w odniesieniu do liczby alleli dla locus. Garcia i inni [2004] otrzy-
mali podobne wartosci dystansu genetycznego migdzy liniami wsobnymi kukurydzy
przy zastosowaniu systemoéw RAPD, AFLP oraz SSR. Shehata i inni [2009] udowodnili
przydatnos¢ systemu SSR do oceny zaro6wno dystansu i podobienstwa, jak i heterozy-
gotycznos$ci o$miu linii wsobnych kukurydzy. Jednakze rozroznienie nie bylo mozliwe
w przypadku linii otrzymanych z kontrolowanego zapylenia tych samych linii wyjscio-
wych. Wykazali réwniez, iz inne pochodzenie nasion tych samych linii wsobnych jest
waznym czynnikiem wprowadzajacym réznorodnos¢ genetyczna. Hoxia i inni [2003]
wykazali, ze markery SSR sa uzytecznym narzgdziem do oceny dystansu genetycznego
pomigdzy populacjami kukurydzy, jak i w ich obrgbie. Zaobserwowano, iz populacje sa
migdzy soba odmienne w ré6znym stopniu, co wynika z ich dostosowania do rozbieznych
warunkow §rodowiskowych, w ktérych sa uprawiane. Podobne wyniki otrzymali Senior
i inni [1998], ktorzy dokonali podziatu 94 linii wsobnych kukurydzy na 9 grup, odpo-
wiadajacym gtéwnym grupom heterotycznym. Badania wtasne potwierdzity przydatnos¢
markeréw SSR do oceny zr6znicowania genetycznego linii wsobnych kukurydzy oraz
ich podzialu na 5 grup podobienstw. W przypadku jednej z nich mozliwy byl podzial
na podgrupy. Zaobserwowano, iz rozktad genotypéw w grupach w wigkszosci wypad-
kéw wykazuje przewagge linii pochodzacych z tej samej hodowli. Podziat na grupy oraz
podgrupy podobienstw jest mozliwy réwniez na podstawie analizy cech fenotypowych,
jednakze nie koreluje on z dystansem molekularnym. Dodatkowo dystans wyznaczony
w oparciu o markery molekularne charakteryzuje si¢ wigksza zmiennoscia (48-97%)
niz dystans wyznaczony w oparciu o cechy fenotypowe (86-99%), tym samym dajac
hodowcom wigcej informacji przydatnych podczas procesu selekcji komponentéw ro-
dzicielskich. Z tej przyczyny wybdr linii wyjsciowych powinien opiera¢ si¢ o dystans
wyznaczony za pomocg markeréw molekularnych.

Dotychczasowy stan wiedzy nie jest wystarczajacy do jednoznacznego stwierdzenia
czy dystans genetyczny lub podobienstwo moga by¢ podstawa do wnioskowania o wiel-
kos$ci uzyskanego efektu heterozji, jednakze markery molekularne sa przydatnym narze-
dziem podczas grupowania linii pod wzgledem puli genowych. Podziatl taki ma pozytyw-
ny wptyw na optymalne wykorzystanie efektu heterozji [Melchinger 1999].

WNIOSKI

1. Markery molekularne SSR sa przydatnym narzedziem do okreslania dystansu ge-
netycznego migdzy liniami wsobnymi kukurydzy.

2. Dystans genetyczny okreslony za pomoca 20 par starterow SSR miescit si¢ w za-
kresie 48-97%. Dystans wyznaczony na podstawie warto$ci analizowanych cech morfo-
logicznych i struktury plonu przyjmowatl wartosci od 86-99%.

3. Zréznicowanie genetyczne obliczone za pomoca metody Nei i Li wykazato wigk-
sza zmienno$¢ niz zréoznicowanie fenotypowe wyrazone odlegtosciami Euklidesa.

4. Grupy podobienstw wyznaczone za pomoca markeréw molekularnych nie sa ana-
logiczne do tych uzyskanych podczas analizy cech struktury plonu.
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STUDY OF GENETIC SIMILARITY BETWEEN PARENTAL FORMS OF MAIZE
HYBRID LINES USING MOLECULAR MARKERS OF SSR

Summary. Breeding programs focus on obtaining hybrid varieties with the greatest
heterosis effect, by which significant higher yields can be achieved through appropriate
selection of parent components. Many researchers assign the height of this effect to the
genetic distance of the initial forms, taking into account their origin. It is believed that
the less similar lines are the output lines, the greater the effect of heterosis generates their
hybrids F1. Therefore, methods are sought that would allow for the initial selection of lines
for heterosis crosses based on their genetic material. The molecular markers are a tool for
grouping inbred lines into groups and for determining the genetic distance between them.
Individual marker systems differ in amplified DNA regions and the number of polymorphic
bands generated, and thus accuracy. The plant material used for the study were 94 inbred
lines of maize from the Plant Breeding Smolice and Malopolska Plant Breeding. As a result
of the studies, the usefulness of SSR molecular markers for the division of genotypes into
groups and the determination of genetic distance between maize inbred lines have been
demonstrated. The genetic distance determined by 20 pairs of SSR primers ranged from
48% to 97% and the genotypes were divided into five groups of similarities. The lines that
shared the greatest distance in most cases came from the same breeding company. The
distances determined on the basis of yield structure traids ranged from 86% to 99% and
the genotypes were divided into two groups of similarities. Genetic diversity calculated by
Nei and Li showed greater variability than phenotypic differences expressed by Euclidean
distances. The distances between objects at the phenotypic level ranged from 0.01 to 0.37,
with an average value of 0.11. In contrast, the molecular variation was from 0.027 to 0.778,
with an average value of 0.35. Both molecular analyzes and analysis of yield characteristics
allowed the identification of similarity groups between the analyzed lines, most of which
were grouped according to their origin.
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