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Predstavljena Studija je povezana z metodologijo oblikovanja hibridnih sort navadne pSenice
(Triticum aestivum L.), ki predstavljajo zaradi genetskega fenomena heteroze pomembno
alternativo splo$no uveljavljenim linijskim sortam. Za indukcijo moske sterilnosti, ki je osnovni
pogoj za razvoj hibridnih sort navadne pSenice, je bila na Odseku za fizikalno in organsko kemijo,
Instituta "Jozef Stefan" izvedena sinteza devetih derivatov oksanilne kisline. Sintetizirani derivati
oksanilne kisline so bili preizkuseni skupaj s komercialnim sredstvom za kemiéno hibridizacijo
CROISOR®™ 100 kot potencialna sredstva za kemi¢no hibridizacijo navadne pSenice. Rezultati
poljskega preizkusanja so potrdili, da derivati oksanilne kisline delujejo kot inhibitorji
mikrosporogeneze in da lahko dosegajo uinkovitost sredstva CROISOR® 100, katerega aktivna
snov (sintofen) spada v kemi¢no skupino substituiranih kinolinov. Poleg tega se je pri preizkusanju
najperspektivnejSega derivata oksanilne kisline (4-bromooksanilna kislina) na Sestih razli¢nih
genotipih navadne pSenice izkazalo, da le-ta deluje na tretirane rastline manj fitotoksi¢no in da
dosega boljso selektivnost kot sredstvo CROISOR"™ 100. Poleg uinkovitega sistema za indukcijo
moske sterilnosti je za uspe$no izkori§¢anje heteroze pri navadni pSenici pomembna tudi dednina
oz. vklju€ene starSevske komponente, v katerih je "konzervirana" raven heteroze, ki jo je mozno
izkoristiti s hibridnimi sortami. S testiranjem kombinacijske sposobnosti v dveh razli¢nih dedninah
navadne pSenice, ki prevladujeta na obmocju Republike Slovenije (linijske sorte francoskih
zlahtniteljskih hi§ in Poljoprivrednog instituta Osijek) je bila dosezena raven heteroze, ki je
presegla produktivnost standardnih kultivarjev navadne pSenice. Poleg tega pa se je izkazalo, da je
visoko raven heteroze mozno dose¢i tudi s krizanji med razli¢nimi podvrstami vrste T. aestivum
(npr. T. aestivum subsp. vulgare x T. aestivum subsp. sphaerococcum).
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The presented study is associated with the methodology of development of common wheat
(Triticum aestivum L.) hybrid varieties, which represent an important alternative to dominating
line varieties. The prerequisite for the development of hybrid varieties is the induction of a reliable
male sterility. For this purpose, a synthesis of nine oxanilic acid derivatives was carried out at the
Department of Physical and Organic Chemistry at the Institute "Jozef Stefan". The synthesized
derivatives of oxanilic acid were then tested together with the commercial chemical hybridizing
agent CROISOR®™ 100, as potential new chemical hybridizing agents for wheat. The results of the
field testing confirmed that the above mentioned derivatives of oxanilic acid acted as
microsporogenetic inhibitors and that they could reach the efficiency of CROISOR®™ 100, whose
active substance (sintofen) is classified as a substituted cinnoline. Further, the testing of the most
promising derivative of the oxanilic acid (4-bromooxanilic acid) on six different wheat genotypes
showed that this chemical was less phytotoxic and more selective when compared with
CROISOR™ 100. One of the conditions for a successful exploitation of heterosis in common
wheat, associated with the induction of male sterility, is also appropriate germplasm, i.e., parental
material, which can be considered as a crucial factor associated with the expression of heterosis
that can be exploited in hybrid varieties. The analysis of combining ability which involved two
types of germplasm shows that line varieties of the French breeding institutions and line varieties
from the Agricultural Institute Osijek represent a good basis for further breeding. Our work
resulted with hybrid combinations which exceeded the productivity of standard cultivars.
Furhermore, this study also showed that a high level of heterosis can also be achieved by crosses
between different subspecies of T. aestivum (e.g., T. aestivum subsp. vulgare x T. aestivum subsp.
sphaerococcum).
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1 uvoD

1.1 INDUKCIJA MOSKE STERILNOSTI KOT PREDPOGOQJ ZA USPESNO
ZLAHTNJENJE NAVADNE PSENICE

Glavni cilj pri zlahtnjenju navadne pSenice (Triticum aestivum L.), ki je med vsemi
pSenicami (Triticum spp.) za svetovno gospodarstvo najpomembnej$a je doseganje
stalnega napredka pri gospodarsko pomembnih lastnostih kot je viSina pridelka. Danes se
za Osrednjo Evropo ocenjuje, da je letni prispevek Zlahtnjena k rasti viSine povpre¢nega
pridelka zrnja navadne pSenice padel na 0,5 do 0,6 odstotka (Drezner, 2012). Ob
upostevanju, da se svetovna poraba pSenice hitro priblizuje meji 700 milijonov ton in, da
rast povprecnega pridelka zrnja navadne pSenice v razvitem svetu Ze nekaj let stagnira se
izrazi nuja po zamenjavi uveljavljenih tehnik Zlahtnjenja navadne pSenice z
uc¢inkovitej§imi alternativami (Angus 2009; Grain..., 2012). Z drugimi besedami povedano
to pomeni, da bo potrebno najti alternativo linijskim sortam navadne pSenice, ki danes
skoraj v celoti prevladujejo pri pridelavi pSenice. Po mnenju tujih avtorjev predstavljajo
alternativo linijskim sortam navadne pSenice hibridne sorte, ker omogocajo izkoris¢anje
genetskega fenomena heteroze (Angus, 1997; Longin in sod., 2012).

Fenomen heteroze oziroma hibridnega vigorja se najpogosteje povezuje s superiornostjo
prve filialne generacije (F; generacija) s heterozigotno genetsko strukturo nad starSevsko
generacijo s homozigotno genetsko strukturo (Schnable in Swanson-Wagner, 2009). Za
izkoris¢anje heteroze se najpogosteje uporabljajo Fy hibridi oziroma hibridne sorte, Ki
nastanejo z nadzorovanim krizanjem dveh genetsko razliénih homozigotnih starSevskih
komponent (2 AA x & BB). Pri pridelavi hibridnega semena hermafroditnih rastlinskih
vrst, kot je na primer navadna pSenica, je pogoj za nadzorovano krizanje starSevskih
komponent indukcija moske sterilnosti v materini komponenti. Indukcija moske sterilnosti
pomeni, da se pri rastlinski vrsti z dvospolnimi ali hermafroditnimi cvetovi zacnejo tvoriti
le zenske gamete, ki po zdruzitvi z gametami opraSevalca rezultirajo s heterozigotnim
potomstvom prve filialne generacije (Borojevic, 1981).

Za indukcijo moske sterilnosti pri navadni pSenici je bilo v preteklosti predlaganih vec
pristopov na genetski osnovi kot, so kromosomska moska sterilnost (XYZ sistem), jedrna
moska sterilnost (NMS sistem) in uporaba citoplazemsko-genetske moske sterilnosti
(CGMS sistem ali po starem CMS sistem) (Cisar in Cooper, 2002). Najdlje je znana
uporaba mosko sterilne citoplazme vrste Triticum timopheevi Zhuk., ki pa zahteva
veckratna povratna krizanja in u¢inkovit sistem za obnovo fertilnosti v F; generaciji (Mohr
in sod., 1993). Vir mosko sterilne citoplazme za indukcijo moske sterilnosti pri navadni
psenici predstavljajo tudi vrste iz rodu Aegilops L., genotipi x Tritordeum Ascherson et
Graebner (heksaploidni amfiploid z genetsko strukturo AABBHchHch) in vrsta Hordeum
chilense Roem. et Shult. (Martin in sod., 1995). Poleg pristopov na genetski osnovi so
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znane Se transgene reSitve za indukcijo moske sterilnosti (RNA interferenca, ekspresija
citostati¢nih in citotoksi¢nih polipeptidiov) in izkoriS¢anje fototermicne in fotoperiodi¢ne
obcutljivosti nekaterih linij navadne pSenice (Mansoor in sod., 2006; Huang in sod., 2007).
Kljub vsemu pa se danes pri razvoju hibridnih sort navadne pSenice najpogosteje uporablja
kemic¢na indukcija moske sterilnosti s sredstvi za kemicno hibridizacijo (Longin in sod.,
2012). Sredstva za kemi¢no hibridizacijo so kemikalije, ki v doloCeni fazi razvoja materine
komponente prekinejo nastajanje cvetnega prahu ali mu odvzamejo zmoznost oploditve in
tako povzrocijo, da se dvospolna rastlinska vrsta ni sposobna samooploditi (Pravilnik ...,
2003). Da lahko govorimo o uéinkovitem delovanju sredstva za kemic¢no hibridizacijo
mora biti dosezena vsaj 98 odstotna moska sterilnost (Zakon ..., 2005). Predstavniki
sedanje generacije sredstev za kemic¢no hibridizacijo so predvsem heterocikli¢ne
karboksilne kisline s poudarkom na piridazinskem strukturnem tipu. Primeri teh aktivnih
snovi so klofencet, fenridazon, sintofen in azetidin-3-karboksilna kislina. Glavna slabost te
generacije sredstev za kemicno hibridizacijo je izrazito toksi¢no delovanje na okolje,
tretirane rastline in uporabnika (Chakraborty in Devakumar, 2006a).

Razvoj sodobnih sredstev za kemic¢no hibridizacijo se nadaljuje, predvsem v smeri
doseganja boljse selektivnosti gametocidnega delovanja ter manjSega vpliva na okolje. Do
danes je znano, da derivati oksalne kisline — oksanilati (arilamidi oksalne kisline) delujejo
kot anti-alergeni, anti-astmatiki in da regulirajo izlo¢anje kisline v prebavnem traktu
(Sellstedt in sod., 1975; Cheney in sod., 1978). Poleg tega pa je znano tudi, da etilni estri
zavirajo nastanek cvetnega prahu (Chakraborty in Devakumar, 2006b). Vendar pa so
raziskave glede sinteze teh kemijskih uc¢inkovin redke in tako ni veliko znanega 0 povezavi
med njihovo strukturo in aktivnostjo. Zato je eden izmed namenov nase Studije dolociti
potencial oksanilatov za indukcijo moske sterilnosti pri navadni psenici, oziroma jih
ovrednoti kot potencialna sredstva za kemi¢no hibridizacijo.

1.2 [ZKORISCANJE HETEROZE V SKUPINI HEKSAPLOIDNIH PSENIC

Genetski fenomen heteroze je evolucijsko opredeljen kot superiornost heterozigotnega
stanja nad homozigotnim stanjem, do njegovega ucinka pa prihaja poleg prve filialne
generacije (F1 generacija) tudi v segregirajo¢ih populacijah in stabilnih alopoliploidih kot
je na primer navadna pSenica (Triticum aestivum L.) (Ni in sod., 2009). To pomeni, da je
uc¢inek heteroze ze "konzerviran" v dednini navadne psenice, ki predstavlja "gene pool" za
razvoj hibridnih kombinacij oziroma hibridnih sort. Torej poleg ucinkovitega sistema za
indukcijo moske sterilnosti predstavlja pogoj za uspesno izkoris¢anje heteroze pri navadni
pSenici tudi dednina, ki neposredno vpliva na raven heteroze, ki jo je mozno izkoristiti s
hibridnimi sortami.

V dani dednini je najvi§jo raven heteroze mozno doseci s testiranjem splosne in specifi¢ne
kombinacijske sposobnosti starSevskih komponent (Shoran in sod., 2003). Pri tem gre za
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kvantitativno analizo aditivnega in dominantnega ucinka genov Vv celotnem genotipu F;
hibrida. Aditivni u¢inek pomeni, da je uCinek posameznega starSevskega alela zajet v
heterozigotnem stanju, dominanten ucinek pa pomeni, da je heterozigotno stanje odvisno
od uCinka samo enega starSevskega alela (Schnable in Swanson-Wagner, 2009). Cilj
testiranja kombinacijske sposobnosti starSevskih komponet je dolociti hibridne
kombinacije, v katerih je dominantni u¢inek genov najbolj izrazit. Drugace povedano,
najperspektivnejSe hibridne kombinacije rezultirajo z najvisjo specificno kombinacijsko
sposobnostjo (Corbellini in sod., 2002).

Do danes je bilo objavljenih ve¢ §tudij, ki so zelele dolociti raven heteroze, ki jo je mozno
izkoristiti s hibridnimi sortami navadne pSenice. Odvisno od S$tudije, razli¢ni avtorji
navajajo, da lahko ob upostevanju obiCajne gostote setve vrednosti za heterobeltiozis
(heteroza glede na boljSega starSa) presezejo 40 %, za standardno heterozo (heteroza glede
na standarden kultivar) pa 30 %. V primeru, da je Slo za doloCanje ravni heteroze pri
posamezni rastlini, so vrednosti za heterobeltiozis presegale tudi 160 %. V vseh
obravnavanih primerih je bila raven heteroze doloc¢ena za lastnosti, povezane s pridelkom
zrnja (Cisar in Cooper, 2002).

V preteklosti se je pogosto izkazalo, da hibridne sorte navadne pSenice v primerjavi z
najproduktivnejSimi linijskimi sortami niso dosegale zadovoljive prednosti v smislu visje
produktivnosti. MoZnost za zviSanje ravni heteroze, ki jo je moZzno izkoristiti v dednini
navadne pSenice, predstavljajo medvrstna in znotrajvrstna krizanja med predstavniki rodu
Triticum L. Predvsem perspektiven se zdi razvoj heterotiénih amfidiploidov, ki temeljijo
na kriZzanju vrst, ki so sodelovale pri nastajanju danasnje navadne pSenice (npr. krizanje
Triticum turgidum L. x Triticum tauschii (Coss.) Schmalh.). To predstavlja razvoj tako
imenovanih sinteticnih heksaploidov (angl. synthetic wheat), ki lahko izraZajo hkrati visok
heteroti¢en ucinek in dobro odpornost na abiotski stres (Morten, 2012). Za hitrej$i razvoj
"obogatene” dednine navadne pSenice pa je primernejSa uporaba znotrajvrstnih krizancev
(angl. intra-specific hybrids), ki temeljijo na podvrstah vrste Triticum aestivum L. Vrsta
Triticum aestivum L. obsega poleg navadne psenice (lat. Triticum aestivum subsp. vulgare
(Vill.) Mk.) Se naslednje podvrste: T. aestivum subsp. macha (Dek. et Men.) Mk., T.
aestivum subsp. spelta (L.) Thell., T. aestivum subsp. sphaerococcum (Perc.) Mk., T.
aestivum subsp. compactum (Host.) MKk., T. aestivum subps. vavilovii (Vill.) Mk., T.
aestivum subsp. zhukovskyi A. M. Menabde & Eritzjan. in T. aestivum subsp.
petropavlovskyi Udachin & Migush (Ivancic, 2002; Wheat ..., 2012).

Poleg testiranja modificiranih derivatov oksanilne kisline kot potencialnih sredstev za
kemicno hibridizacijo navadne pSenice, temelji naSa Studija tudi na testiranju splosne in
specificne kombinacijske sposobnosti linijskih sort navadne pSenice ter na znotrajvrstnih
krizanjih med predstavniki skupine heksaploidnih pSenic z genomsko strukturo AABBDD.
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Namen tega je dolociti potencial za razvoj hibridnih sort navadne psenice in oceniti raven
heteroze, ki jo je mozno izkoristiti v skupini heksaploidnih pSenic s poudarkom na dednini
navadne psenice.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

V nadaljevanju predstavljene raziskave, ki obravnavajo derivate oksanilne Kisline
poskusajo potrditi naslednje delovne hipoteze:

- da modificirani derivati oksanilne kisline (kislinski analogi izbranih oksanilatov in
njihove soli) lahko pri navadni pSenici inducirajo 98 odstotno mosko sterilnost,
- da derivati oksanilne kisline dosezejo 98 odstotno mosko sterilnost pri enaki ali visji

porabi aktivne snovi v primerjavi s komercialnim sredstvom za kemicno
hibridizacijo CROISOR® 100.

S testiranjem splosne in specifi¢éne kombinacijske sposobnosti starSevskih komponent ter
znotrajvrstnimi krizanji med predstavniki skupine heksaploidnih ps$enic zelimo potrditi:

- da se z viSanjem produktivnosti materine komponente visa tudi raven povprecne
starSevske heteroze,

- da je za pridelek zrnja hibridnih sort navadne pSenice splosna kombinacijska
sposobnost pomembnejsa od specificne kombinacijske sposobnosti,

- da je pri krizanju navadne pSenice z ostalimi podvrstami vrste Triticum aestivum L.
mozno dose¢i vi§jo raven heteroze kot pri krizanju navadne pSenice z navadno
psenico.

V nasi Studiji pridobljeni rezultati predstavljajo pomemben prispevek k sodobnemu
Zlahtnjenju navadne pSenice, ker v nadaljevanju predstavljena doktorska disertacija temelji
na problematiki razvoja hibridnih sort navadne psenice, ki danes predstavljajo pomembno
alternativo splosno uveljavljenim linijskim sortam navadne pSenice.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 HIBRIDNE SORTE NAVADNE PSENICE V PRIMERJAVI Z LINIJSKIMI
SORTAMI NAVADNE PSENICE

V preteklosti so bile podane razli¢ne definicije za tako Sirok pojem, kot je sorta. Po UPOV-
u bi lahko sorto iz biotehnoloskega vidika definirali, kot skupino rastlin ali delov rastlin, ¢e
iz njih lahko spet pridobimo popolne rastline, znotraj najnizje znane botanicne razvrstitve,
Ki jih je mogoce (Plant..., 2012):

a) dolociti po lastnostih, ki izvirajo iz dolo¢enega genotipa ali kombinacije genotipov,
b) lociti od katere koli druge skupine rastlin vsaj po eni od teh lastnosti,

c) obravnavati, kot sistemsko enoto, ¢e se te lastnosti med razmnozevanjem ne
spreminjajo.

Sorta je agronomska kategorija in ne more biti botani¢na sistematska enota, ker lahko isti
varieteti pripadajo razlicne sorte. TakSen primer so sorte navadne pSenice, ki pripadajo
dvema razli¢nima varietetama, varieteti lutescens in varieteti erythrospermum (Borojevic,
1992). Ce gledamo na sorto kot celoto in pri tem upoitevamo deleZ posameznega genotipa,
se pri samoprasnih vrstah zit, kot je navadna pSenica v splos$ni poljedelski praksi
uporabljata dva tipa sort:

- linijska sorta,
- hibridna sorta.

Poleg teh dveh tipov sort obstajajo pri pridelavi pSenice Se multilinijske sorte, ki pa ne
predstavljajo pomembne alternative, kar se tice genetske strukture sorte (Briggle, 1963,
Longin in sod., 2012). Danes vec€ina svetovne pridelave pSenice temelji na linijskih sortah.
Linijska sorta predstavlja skupino izenac¢enih oziroma uniformnih fenotipov. Pri tem je
potrebno upostevati, da ni nujno, da fenotipsko uniformnost oblikuje samo en genotip.
Danes je na evropski sortni listi vpisanih 1789 sort navadne psenice, od tega jih je kar 1756
linijskih (Skupni ..., 2012). Poleg tega, da morfologija socvetja in nacin oprasitve (izrazita
kleistogamija) navadne pSenice govorita v prid razvoju linijskih sort, je razvoj linijskih sort
mocno pospesila tudi uporaba dihaploidov. Danes stroski vzgoje ene dihaploidne rastline
zna$ajo ze manj kot 25 € (Angus, 2012).

Ob upostevanju, da rast viSine povprecnega pridelka zrnja navadne pSenice v razvitem
svetu ze nekaj let stagnira, poraba te vrste Zita pa permanentno nara$¢a, bo potrebno v
bliznji prihodnosti preiti na ucinkovitejSe pristope za razvoj novih sort navadne pSenice
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(Angus 2009; Grain..., 2012). To pomeni, da bo potrebno najti alternativo linijskim sortam
navadne pSenice, ki jo pa po mnjenju Stevilnih avtorjev predstavlja ponovni razvoj
hibridnih sort, s katerimi je mozno izkori$¢ati genetski fenomen heteroze. Prizadevanja za
razvoj hibridnih sort navadne pSenice obstajajo ze od zacletka prejSnjega stoletja,
intenziven razvoj komercialno zanimivih hibridnih sort navadne pSenice pa lahko
razdelimo v dve obdobji. Prvo obdobje je trajalo v 70. in 80. letih prejSnjega stoletja, drugo
obdobje pa predstavlja ponovno ozivljanje v zadnjih nekaj letih (Longin in sod., 2012).

Ucinkovitost razvoja hibridnih sort navadne pSenice v primerjavi z razvojem linijskih sort
lahko dolocamo z racunanjem selekcijskega napredka. Po Cochran-u (1951) se selekcijski
napredek racuna kot AG = (ihog) /'y, pri Cemer i predstavlja intenzivnost selekcije, h je
kvadratni koren iz heritabilitete, o; skupna genetska varianca in y Sevilo let, ki so potrebne
za en selekcijski ciklus. Poleg dednine, ki predstavlja osnovo za razvoj linijskih sort
oziroma izkori$Canje heteroze in intenzivnosti selekcije, je v predstavljeni enacbi zelo
pomembna dolzina selekcijskega ciklusa. V primeru, da temelji razvoj hibridnih sort
navadne pSenice na uporabi sodobnih pristopov za indukcijo moske sterilnosti, ki ne
temeljijo na povratnih krizanjih, je selekcijski napredek nagnjen v korist razvoja hibridnih
sort. Na drugi strani govori v prid razvoju linijskih sort navadne pSenice, kar se tice
parametra y uporaba tehnologije dihaploidov. V primeru, da gre pri razvoju hibridnih sort
navadne pSenice za kombinacijo sodobnih pristopov za indukcijo mosSke sterilnosti in
uporabo tehnologije dihaploidov, pa je razmerje spet nagnjeno v Korist razvoja hibridnih
sort (Longin in sod., 2012).

Po mnenju vecih tujih avtorjev govori v prid razvoja hibridnih sort tudi enostavnejse
doseganje visoke skupne genetske variance (c°;), ker je pri hibridnih sortah skupna
genetska varianca odvisna od aditivnega in ne-aditivnega ali dominantnega ucinka genov,
pri linijskih sortah pa vpliv ne-aditivnega ali dominantnega u¢inka genov odpade (Koemel
in sod., 2004; Oettler in sod., 2005; Gowda in sod., 2012a, 2012b).

Nekateri tuji avtorji sklepajo, da so hibridne sorte navadne psenice v prednosti v primerjavi
z linijskimi sortami navadne pSenice tudi zaradi nizje variance, ki sledi iz interakcije
genotip x okolje. Na osnovi te interakcije je bila razvita hipoteza, da bi naj hibridne sorte
navadne pSenice dosegale stabilnejSe pridelke v primerjavi z linijskimi sortami (Jordaan,
1996; Bruns in Peterson, 1998; Koekemoer in sod., 2011). Zaradi nesorazmernega deleza
med hibridnimi in linijskimi sortami v setveni strukturi navadne pSenice, pa je potrebno
omenjeno hiptezo Se dodatno podkrepiti s Studijami, ki bi temeljile na primerjavi med
hibridnimi in linijskimi sortami navadne pSenice v zelo razli¢nih okoljih.
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2.2 INDUKCIJA MOSKE STERILNOSTI PRI NAVADNI PSENICI

2.2.1  Citoplazemsko-genetska moska sterilnost

Ucinkovita indukcija moske sterilnosti je osnovni pogoj za izkoriS¢anje heteroze pri
samoprasnih rastlinskih vrstah z izrazito kleistogamijo, kot je na primer navadna pSenica
(Triticum aestivum). Za indukcijo moske sterilnosti pri navadni psenici je bilo v preteklosti
predlaganih ve¢ pristopov na genetski osnovi; kromosomska moska sterilnost (XYZ
sistem), jedrna moska sterilnost (NMS sistem) in razli¢ne oblike citoplazemsko-genetske
moske sterilnosti (CGMS sistem, starejSa terminologija uporablja okrajsavo CMS). Od
navedenih pristopov je najbolj proucen sistem citoplazemsko-genetske moske sterilnosti
(Driscoll, 1972; Ogihara, 1999; Cisar in Cooper, 2002). Pri navadni pSenici je bila
citoplazemsko-genetska moska sterilnost odkrita v petdesetih letih prejSnjega stoletja. O
stabilni obliki citoplazemsko-genetske moske sterilnosti so prvi¢ porocali leta 1962 na
osnovi krizanja navadne pSenice s timofejevo pSenico (Triticum timopheevi). Istega leta so
porocali tudi o genih za obnovo fertilnosti v F1 generaciji (Rf geni), ki so jih prav tako
odkrili v timofejevi pSenici (Mahajan in Nagarajan, 1998). Vzgoja hibridnih sort navadne
pSenice z uporabo citoplazemsko-genetske moske sterilnosti poteka na naslednji nacin
(Borojevi¢, 1991; Cisar in Cooper, 2002; Ivanci¢, 2002):

1. vnos citoplazemsko-genetske moske sterilnosti v linijo, ki bo predstavljala
materino komponento hibridne sorte (linija A). Pri navadni pSenici se, kot vir
citoplazemsko-genetske moske sterilnosti najpogosteje uporablja timofejeva
pSenica (Triticum timopheevi), nekateri predstavniki rodu Aegilops in vrsta
Hordeum chilense (Longin in sod., 2012),

2. vzdrZevanje mosko sterilne linije A s pomocjo izogene linije (linija B),
3. vnos genov za obnovo fertilnosti v F; generaciji v oprasevalca (linija R),
4. pridelava hibridnega semena s krizanjem linije A z linijo R.

Slabosti sistemov, ki temeljijo na citoplazemsko-genetski moski sterilnosti (slika 1) so
uporaba treh razli¢nih linij, potreba po veckratnem povratnem krizanju za vnos mosko
sterilne citoplazme v materino komponento hibridne sorte, pleiotropi¢ne lastnosti (primer
je visoka ob¢utljivost na Helminthosporium maydis pri koruzi zaradi cms-T citoplazme),
prekinitev sterilnosti zaradi interakcij z okoljem (bioti¢ni in abioti¢ni stres) in vpliv na
morfologijo visoko produktivnega kultivarja, ki bi naj bil linija A (Nawaz-ul-Rehman in
sod., 2007).
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(linija B; fertilni analog linije A) (linija A; Q linija) (linija R; & linija)

e 8 S
g /‘\/,

x x R

vzdrzevanje vzdrZevanje fertilen vzdrZzevanje

linije B linije A F, hibrid linije R

S — sterilna citoplazma, ki se deduje po materini komponenti, N — fertilna citoplazma
Rf — dominanten gen, ki s svojo ekspresijo "prekriva™ sterilno citoplazmo (obnovi fertilnost v F, generaciji)

Slika 1: Uporaba citoplazemsko-genetske moske sterilnosti pri pridelavi hibridnega semena
Figure 1: The use of cytoplasmic-genetic male sterility in the hybrid seed production

Kljub $tevilnim pomanjkljivostim, ki jih povzroc¢a uporaba citoplazemsko-genetske moske
sterilnosti pri pridelavi hibridnega semena navadne pSenice, se je naveden sistem uveljavil
pri ostalih samoprasnih in tujepras$nih vrstah zit (npr. rz, riz, je¢men). Ravno zaradi tega
dejstva Se vedno nekatera semenarska podjetja (npr. Monsanto / WestBred LLC, Sensako,
Syngenta, ...) stavijo na razvoj hibridnih sort navadne pSenice z uporabo CGMS sistema
(Longin in sod., 2012).
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2.2.2 Kemi¢na indukcija moske sterilnosti

Sistemom za indukcijo moske sterilnosti, ki temeljijo na citoplazemsko-genetski moski
sterilnosti, je skupno vzdrzevanje mosko sterilne materine komponente z njenim fertilnim
analogom (Longin in sod., 2012). Za razliko od genetskih in transgenih pristopov za
vzgojo hibridnih sort avtogamnih rastlinskih vrst, ki temeljijo na treh razli¢nih linijah (%
AA, izogena linija AA, & BB), sta pri kemi¢ni indukciji moske sterilnosti potrebni le
starSevski komponenti hibridne sorte. Poleg tega je pomembna prednost kemic¢ne indukcije
moske sterilnosti tudi odsotnost zahtevnega genetskega inzeniringa in dolgotrajnega vnosa
mosko sterilne citoplazme s povratnimi krizanji (Virmani in sod., 2003).

Povezavo med selektivnim vplivom kemikalije na metabolizem rastline v smislu indukcije
moske sterilnosti (gametocidno delovanje) in pridelavo hibridnega semena je bilo mozno
zaslediti ze leta 1957. V tem letu je bila opisana metoda za pridelavo hibridnega semena
bombaza (Gossipium hirsutum L.) z uporabo kemikalije FW-450 (McRae, 1985).
Uveljavljen izraz za kemikalije, ki imajo izrazit selektivni vpliv na mikrosporogenezo
oziroma razvoj viabilnega peloda in s katerimi je mozna pridelava hibridnega semena, je
sredstvo za kemicno hibridizacijo (angl. Chemical hybridizing agent — kratica CHA). Po
definiciji v uradnem listu Republike Slovenije so sredstva za kemiéno hibridizacijo
kemikalije, ki ob uporabi v dolo¢eni fenofazi materine komponente hibridne sorte
povzro€ijo prenehanje nastajanja cvetnega prahu ali mu odvzamejo zmoznost oploditve in
tako povzrocijo, da samoprasna rastlinska vrsta ni sposobna samooploditve (Pravilnik o
trzenju semena zit, 2003). Osnovna definicija sredstva za kemic¢no hibridizacijo ne doloca
povezave med kemijsko strukturo aktivne snovi in njeno aktivnostjo. Glede na nacin
delovanja aktivne snovi lo¢imo vsaj S§tiri osnovne skupine sredstev za kemic¢no
hibridizacijo (Blouet in sod., 1999):

- rastni regulatorji in snovi, ki prekinejo razvoj cvetnega primordija,
- inhibitorji metabolizma,

- inhibitorji kalitve peloda,

- inhibitorji mikrosporogeneze.

Za vecino aktivnih snovi z gametocidnim delovanjem velja, da spadajo v skupino rastnih
regulatorjev s herbicidnim delovanjem. Rastni regulatorji in snovi, ki vplivajo na razvoj
cvetnega primordija, so predvsem rastlinski hormoni in njihovi antagonisti (NAA, IBA,
2,4-D, TIBA, GA3, GA4+7, 2 kloretil-trimetil amonijev klorid, abscizinska kislina) ter
nekateri pirazoli (npr. 5-(aminokarbonil)-1-(3-metilfenil)-1H-pirazol-4-karboksilna kislina)
(McRae, 1985).

Sinteza makromolekul, ki so gradniki peloda in delovanje njegovih organelov (ribosomi,
mitohondriji, grobi endoplazmatski retikulum, diktiosomi...), ni mozna brez energijsko
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bogatih molekul, kot je na primer adenozin trifosfat. Energijsko bogate molekule se tvorijo
v procesu celicnega dihanja, ki sestoji iz glikolize, piruvat dehidrogenaznega kompleksa,
ciklusa trikarboksilnih kislin, verige za prenos elektronov in oksidativne fosforilacije.
Pomemben del celicnega dihanja, ko se acetil-CoA popolnoma oksidira do CO; in H,O pri
Cemer se spro$¢ajo energijsko bogate molekule (ATP, NADH, FADH,), poteka v notranji
membrani mitohondrija in v njegovem matriksu. Ze dalj asa je znano, da genetsko
pogojena disfunkcija mitohondrijev povzro¢a mosko sterilnost (npr. mosko sterilna
citoplazma vrste Triticum timopheevi) (Mohr in sod., 1993). S toksi¢nim vplivom na
proteine, ki se sintetizirajo v citosolu in se prenesejo v matriks (npr. alkohol
dehidrogenaza), medmembranski prostor (npr. ADP/ATP antiporter) ali se vgradijo v
notranjo in zunanjo membrano mitohondrija (npr. citokrom c, porin P70), je mozno doseci
disfukcijo mitohondrijev tudi na kemiéen nacin (Lodish in sod., 2000). Znane kemikalije,
ki na ta nacin inducirajo mosko sterilnost, so halogenirane alifatske kisline (alfa, beta
dikloroizobutirat in 2,2 dikloropropionat) in arzenati (McRae, 1985).

Predstavnik skupine kemikalij, ki zavirajo kalitev peloda je N-formil-3-karboksiazetidin.
Kemikalijo je razvilo podjetje Shell v osemdesetih letih prejSnjega stoletja (komercialni
obliki kemikalije sta WL 84811 in A-3-C) (Porter in sod., 1985). Za N-formil-3-
karboksiazetidin je znacilno, da pri navadni pSenici (Triticum aestivum) inducira mosko
sterilnost med fenofazama EC 32 (drugo kolence vsaj 2 cm nad 1. kolencem) in EC 49
(vidne prve rese pri resastih sortah). Optimalno delovanje je doseZzeno v €asu, ko znaSa
dolzina klasa od 3,5 do 4 cm pri porabi aktivne snovi od 0,25 do 2,5 kg ha™. Za delovanje
N-formil-3-karboksiazetidina je znacilna strukturna sprememba veziklov eksine in intime,
pri ¢emer ne pride do sploSne retardacije (kolaps) peloda. Manjsi odstotek pelodnih zrn Se
vedno ohrani sposobnost kalitve, vendar pelodne cevke niso sposobne sproziti oploditev
(Ciha in Ruminski, 1991).

Zaviralen vpliv na razvoj mikrospor imajo kelatni kompleksi, kot so na primer kompleksi
Cu?* z metilaminom in etilendiaminom. Do zaviralnega vpliva na razvoj mikrospor pri tem
pride zaradi inhibicije delovanja oksidaz, ki katalizirajo metabolizem avksinov (Tschabold,
1988). Kljub temu, da je z bakrovimi kelati, posebej z benzotriazolom mozno doseci
indukcijo moske sterilnosti pri navadni pSenici, le-ti zaradi svoje kompleksnosti (vplivi na
njihovo delovanje niso znani), kot sredstva za kemi¢no hibridizacijo v praksi niso nikoli
doziveli SirSe uporabne vrednosti (Wong in sod., 1995). Podobno kot benzotriazol se tudi
2-kloroetilfosfonska kislina (etefon) uvrS¢a v skupino inhibitorjev mikrosporogeneze
(Blouet in sod., 1999). 2-kloroetilfosfonska kislina sprozi sintezo etilena, biosinteza
katerega sicer poteka v kloroplastih z oksidacijo 1-aminociklopropan-1-karboksilne kisline
(Hale in sod., 1970). Ze dalj ¢asa je znano, da etilen vpliva na razvoj cvetnih organov, o
njegovem vplivu na kemic¢no indukcijo moske sterilnosti pri navadni pSenici pa so v
sedemdesetih letih prejsnjega stoletja med drugim porocali Rowell in Miller (1974), Law
in Stoskopf (1973) ter Dotlacil in Apltauerova (1978). Zaradi velike porabe 2-
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kloroetilfosfonske kisline na enoto povrsine in pogoste fitotoksi¢nosti, Se navedena aktivna
snov ni nikoli uveljavila kot komercialno sredstvo za kemi¢no hibridizacijo (Wong in sod.,
1995). Drugace kot benzotriazol in 2-Kloroetilfosfonska kislina, so se v skupini kemikalij,
ki inhibirajo mikrosporogenezo kot komercialna sredstva za kemi¢no hibridizacijo navadne
pSenice, uveljavili predstavniki iz skupine oksopiridazinov in oksi ter amino substituiranih
kinolinov (Chakraborty in Devakumar, 2006a).

Znana predstavnika oksopiridazinov z gametocidnim delovanjem sta fenridazon (1-(4-
klorofenil)-1,4-dihidro-6-metil-4-oksopiridazin-3-karboksilna kislina) in klofencet (2-(4-
klorofenil)-3-etil-2,5-dihidro-5-oksopiridazin-4-karboksilna kislina) (Schultz in sod., 1993;
Cukadar in Ginkel, 2001). Podjetje Rohm & Haas je v sedemdesetih in osemdesetih letih
prejS$njega stoletja razvilo serijo oksopiridazinov (RH-531, RH-532, RH-2956, RH-4667,
RH-5148, RH-0007), med katerimi je aktivna snov fenridazon (RH-0007) dosegla
komercialno vrednost v obliki pripravka Hybrex® (Bucholtz, 1988). Klofencet je v obliki
pripravka GENESIS® (tudi MON 21200) leta 1997 registriralo podjetje Monsanto, vendar
ga je moralo po nekaj letih zaradi okoljske nesprejemljivosti umakniti iz uporabe (Longin
in sod., 2012). Za uéinkovito indukcijo moske sterilnosti je potrebno pripravek GENESIS®
(22,4 %) aplicirati med fenofazama EC 32 in EC 39 (viden jezi¢ek zastaviCarja) v odmerku
od 1,4 do 2,7 kg aktivne snovi na hektar. Pelodna zrna tretiranih rastlin imajo valovito
povrsino in eksina je za 80 % tanjsa. Pelodna zrna zaradi plazmolize niso sposobna kalitve
(Pesticides..., 1997).
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Slika 2: Klofencet (1), fenridazon (I1) (Clofencet, 2012; Fenridazon, 2012)

Med substituiranimi kinolini po gametocidnem delovanju izstopata kemikaliji SC-1271 (1-
(4-klorofenil)-4-okso-5-propoksikinolin-3-karboksilna  kislina) in  SC-2053  (1-(4-
klorofenil)-4-okso-5(metoksietoksi)  kinolin-3-karboksilna kislina), ki ju je razvil
Orsan/DuPont (Wong in sod., 1995). Kemikalija SC-2053 predstavlja aktivno snov
sintofen, ki se uporablja kot komercialno sredstvo za kemicno hibridizacijo CROISOR®
100. Pripravek CROISOR™ 100 se aplicira, ko znasa dolzina klasa na glavnem poganjku
od 14 do 18 mm v odmerku od 13 do 15 | ha™ (1,3 do 1,5 kg aktivne snovi na hektar).
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Pelodna zrna tretiranih rastlin imajo valovito povrsino in degenerirano citoplazmo (splosna
retardacija) (Blouet in sod., 1999).

Cl
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| C/OH
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Slika 3: Sintofen (Sintofen, 2012)

Razvoj sodobnih sredstev za kemi¢no hibridizacijo se nadaljuje, predvsem v smeri
doseganja boljse selektivnosti gametocidnega delovanja ter manjSega vpliva na okolje.
Znano je, da derivati oksanilne kisline — oksanilati delujejo kot anti-alergeni, anti-astmatiki
in, da regulirajo izlo¢anje kisline v prebavnem traktu (Sellstedt in sod., 1975; Cheney in
sod., 1978). Poleg tega pa je znano tudi, da etilni estri zavirajo nastanek cvetnega prahu
(Chakraborty in Devakumar, 2006b). 1z stalis¢a razvoja novih okolju prijaznejsih sredstev
za kemiéno hibridizacijo, lahko struktura oksanilne kisline zaradi svoje enostavnosti sluzi
tudi kot aktivni most med dvema molekulama z razlicnima aktivnostima. V nadaljevanju
predstavljena Studija temelji zaradi redkih raziskav, ki so bile opravljene v zvezi s vplivom
derivatov oksanilne kisline na tvorbo cvetnega prahu predvsem na raziskavi povezave med
kemijsko strukturo in aktivnostjo nekaterih derivatov oksanilne kisline. Pri tem je
pomembno poudariti tudi to, da bo jasno definiran na¢in delovanja derivatov oksanilne
kisline, ki so v tej $tudiji zajeti.

2.2.2  Transgena indukcija moske sterilnosti

Stabilno ekspresijo moske sterilnosti v materini komponenti hibridne sorte omogoca
genetski inZeniring. Ze dolgo je znano, da povezava med tkivno specifi¢nimi oziroma
inducibilnimi  promotorji in sekvencami, ki kodirajo citotoksi¢ne ali citostati¢ne
polipeptide, omogoca u¢inkovito indukcijo moske sterilnosti pri Sirokem naboru rastlinskih
vrst (Wang in sod., 2011). Polipeptidi, ki vplivajo na razgradnjo tapetuma oziroma zavirajo
dozorevanje mikrospor (citotoksi¢no, citostaticno delovanje) so na primer pektat liaza, 1-3
B glukanaza, avidin, streptavidin, DTA (angl. diphtheria Toxin A-chain), URF13, toksin
CytA, Rnaza TI, encim barnaza (ribonukleaza vrste Bacillus amyloliquifaciens (ex
Fukumoto 1943)) in citokinin oksidaza (Armstrong, 1994; Albertsen in Huffman, 2002;
Huang in sod., 2007). Sistem, ki temelji na povezavi med za tapetum peloda specifi¢nim
promotorjem gena TA29 in Rnaza genom vrste Bacillus amyloliquifaciens, je dosegel tudi
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komercialno vrednost kot SeedLink™ (Mariani in sod., 1990; Mariani in sod., 1992).
Zaradi vzdrzevanja mosko sterilne materine komponente s fertilnim analogom in sistemom
za obnovo fertilnosti, ki temelji na ribonukleaznem inhibitutju (barstar), sistem
SeedLink™ ni dozivel $irSe prakti¢ne uporabne vrednosti (Havey, 2004).

Pomanjkljivosti sistema SeedLink™ bi naj odpravil tako imenovani dvokomponentni
sistem za vzgojo hibridnih sort, ki temelji na fuziji toksi¢nega encima barnaza in mutirane
acetolaktat sintaze (Gils in sod., 2008). Pri tem sistemu fuzija obeh polipeptidov omogoca
vzdrzevanje mosko sterilne materine komponente z aplikacijo herbicida na osnovi
sulfonilse¢nine in imidazolinonov. Genetska determinanta za toksi¢en encim barnaza je pri
tem pod kontrolo za tapetum peloda specificnega promotorja, genetska determinanta za
mutirano acetolaktat sintazo (ALS) pa je pod kontrolo rizevega promotorja. Obe genetski
determinanti sta deljeni a se nahajata na istem fragmentu (Al oz. A2), tako da le
heterozigoti vsebujejo vse fragmente za tvorbo funkcionalnih proteinov. Fragmenti se
nahajajo na identi¢nih lokusih na homolognih kromosomih, posamezen fragment pa doloca
le nefunkcionalen protein. Aktivni genski produkt nastane s fuzijo produktov dveh
razli¢nih fragmentov, do katere pride s pomocjo sekvenc modrozelenih alg Synechocystis
sp. (DnaE in DnaB sekvence). Genotipi, ki vsebujejo dve kopiji posameznega fragmenta
(Al ali A2), so normalno fertilni in obcutljivi na sulfonilse¢ninske herbicide, le
heterozigoti, ki vsebujejo obe vrsti genskih fragmentov so mosko sterilni in odporni na
sulfonilse¢ninske in imidazolinonske herbicide (Gils in sod., 2008).

Dvokomponentni sistem vzgoje hibridnih sort v svoji prvotni izvedbi temelji na
konstruktih pICH13688 in pICH14313, ki sta klonirana v pBIN19 binarni vektor. Genski
konstrukt pICH13688 pri tem nosi N in C terminalne sekvence Bar-N in Bar-C iz Bacillus
amyloliquifaciens ter ALS-N in ALS-C terminalne sekvence mutiranega ALS gena
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Poleg tega konstrukt pICH13688 vsebuje tudi taréna
mesta (attB in attP) za delovanje mestno specifiéne rekombinaze, ki jo determinira
sekvenca PhiC31 na genskem konstruktu pICH14313 (indukcija mestno specifi¢ne
rekombinacije) in Int-N ter Int-C terminalne sekvence, ki omogocajo fuzijo genskih
produktov. S pomoc¢jo indukcije mestno specifiéne rekombinacije je mozZno vzpostaviti
mehanizem vzdrzevanja mosko sterilne materine komponente pri avtogamni rastlinski
vrsti, kot je to npr. navadna psenica (Gils in sod., 2008).
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Slika 4: Struktura genskih konstruktov pred in po rekombinaciji (Gils in sod., 2008)

Pred vnosom konstruktov v primarni ekspresijski sistem vrste Arabidopsis thaliana je bil
sistem fuzije locenih N in C terminalnih sekvenc preiskusen z agroinfiltracijo v liste vrste
Nicotiana benthamiana Domin. Konéni cilj navedenega sistema je bil dose¢i mosko
sterilnost pri enokali¢nicah, posebej pri navadni pSenici, zato sta oba konstrukta vsebovala
tudi promotorje iz druzine trav. Ekspresija Bar-N in Bar-C sekvence je bila pod kontrolo
za tapetum peloda specificnega promotorja Ptap, ekspresija ALS-N in ALS-C sekvence
mutirane verzije ALS gena Arabidopsis thaliana pa je bila pod kontrolo rizevega
promotorja Pact. Kot terminatorske sekvence so bile konstruktoma dodane Tnos (nopaline
synthase terminator), Tocs (octopine synthase terminator) in T35S sekvence (Gils in sod.,
2008).

Alternativni pristop za indukcijo moske sterilnosti na transgeni nacin predstavlja utiSanje
genov z uporabo RNA interference (Mansoor in sod., 2006). Pojem RNA interferenca je
nastal ob vnosu dvoverizne RNK (angl. dsRNA) v vrsto nematod Caenorhabditis elegans
Caeno (ex rhabditis), kar je povzro€ilo sekven¢no-specifi¢no utiSanje gena. Pred tem so
podoben pojav, ko je priSlo do zmanjSanega izraZzanja endogena zaradi vnosa transgena
imenovali ko-supresija izrazanja genov (Kunej, 2010). Indukcija moske sterilnosti z
uporabo RNA interference temelji na utiSanju tapetum ali mejoza specificnih genov kot so
AtCDC45, TAZ1, MEZ1 in TA29 oziroma tkivno specifi¢nih promotorjev, ki omogocajo
njihovo izrazanje (Wang in sod., 2011). Za sekvencno-specifi¢no utiSanje gena oziroma
njegovega promotorja se mora Vv celici oblikovati dvoverizna RNK, ki jo proteinski
kompleks (Dicer) prepozna in razcepi na 21 do 25 baznih parov dolge fragmente
imenovane mala interferencna RNK (angl. siRNA). Ti kratki fragmenti vstopijo v
kompleks za utiSanje genov, Ki je induciran z RNK (angl. RISC-RNA Induced Silencig
Complex), kar pomeni, da sodelujejo pri razgradnji endogene enoverizne RNK (Abe in
sod., 2005; Kapoor in Takatsuji, 2006; Small, 2007).
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Pogoj za nastanek dvoverizne RNK molekule, ki vpliva na sekven¢no-specifi¢no utiSanje
gena, je integracija smerne in protismerne RNK sekvence ciljnega gena v rastlinski genom
(Nawaz-ul-Rehman in sod., 2007).

Ucinkovit pristop za indukcijo moske sterilnosti z RNA interferenco predstavlja
oblikovanje genskega konstrukta pTA29RNAI za utiSanje tapetum specificnega gena TA29
(Slika 2). Genski konstrukt pTA29RNAI ima zaradi u¢inkovitejSe RNA interference poleg
promotorjev (PM*°, P¥%), poliadenilacijskega signala (P”), selekcijskega gena bar in
mejnih sekvenc (LB in RB) dodan e intron kalkon sintaze (C'™"), ki se nahaja med
smerno in protismerno RNK sekvenco gena TA29 (Nawaz-ul-Rehman in sod., 2007).

Xhol Mool BamHl Xbal
A (I I ] f 15 f
TA29RNAI == P* r ARt P RP=Y 1029 o=y 129 A e
P -|_ _ EM P - | i—— N ——- ’
LB R
Slika 5: Genski konstrukt pTA29RNAI (Nawaz-ul-Rehman in sod., 2007)

Transgeni pristopi za indukcijo moske sterilnosti pri navadni pSenici predstavljajo
pomembno alternativo pristopom na genetski in kemicni osnovi, vendar je njihova
prakti¢na uporaba zaenkrat e vedno precej omejena zaradi Stevilnih zakonskih regulativ.
Stevilne zakonske in administrativne prepreke pri uporabi in razvoju transgenih pristopov
za indukcijo moske sterilnosti so tudi poglaviten razlog, da je predstavljena doktorska
disertacija omejena le na kemi¢no indukcijo moske sterilnosti pri navadni psenici.

2.3 GENETSKI FENOMEN HETEROZE IN NJEGOVO IZKORISCANIJE PRI
NAVADNI PSENICI

2.3.1 Genetski fenomen heteroze

Fenomen heteroze oziroma hibridnega vigorja se najpogosteje povezuje s superiornostjo
prve filialne generacije (F; generacija) s heterozigotno genetsko strukturo nad starSevsko
generacijo s homozigotno genetsko strukturo (Birchler in sod., 2003; Birchler in sod.,
2006). Prve studije, ki so zelele pojasniti mehanizem zaradi Katerega pride v prvi filialni
generaciji do superiornega stanja, so bile opravljene Ze pred ve¢ kot sto leti. Leta 1910 je
Bruce predstavil genetski model dominance ali komplementacije (slika 6a), ki temelji na
tem, da pri intraalelni interakciji recesivni alel predstavlja nezazeljeno (inferiorno) lastnost,
dominanten alel pa zaZeljeno (superiorno) lastnost. Torej je v heterozigotnem stanju, do
katerega pride zaradi nadzorovanega krizanja dveh genetsko razli¢nih homozigotnih
starSevskih komponent, delovanje recesivnega alela dopolnjeno-komplementirano z
delovanjem dominantnega alela (Schnable in Swanson-Wagner, 2009). Naslednji model, ki
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tudi temelji na intraalelni interakciji, je model naddominance (slika 6b), pri katerem
heterozigotno stanje Ze samo po sebi predstavlja prednost pred homozigotnim stanjem
(Shull, 1908; Shull, 1909; East 1936). Primer naddominance predstavlja pl lokus koruze.
Krizanje inbred linij koruze z razli¢nimi aleli na pl lokusu vodi do superiornega potomstva

ne glede na to, da je na posameznih lokusih mozno zaslediti tudi homozigotno stanje
(Hollick in Chandler, 1998).

Alternativo obema genetskima modeloma, ki temeljita na intraalelnih interakcijah,
predstavlja neprava naddominanca (angl. pseudo-overdominance) (Semel, 2006). Po tem
genetskem modelu (slika 6c) je naddominanca rezultat komplementacije med dominantnim
in recesivnim alelom na dveh ali ve¢ genskih lokusih. Za razliko od naddominance je pri
tem genetskem modelu potrebno upostevati, da gre za heterozigotno zaporedje, pri ¢emer
dominantni aleli, ki si sledijo, nikoli ne izhajajo od enakega star§a ampak se izmenjujejo
(Chen, 2010).

Poleg modelov oz. genetskih hipotez, ki temeljijo na intraalelnih interakcijah, je bil v
preteklosti predlagan tudi genetski model, ki predvideva interalelno interakcijo. Po tem
modelu bi naj bilo superiorno stanje prve generacije potomstva nad parentalno generacijo
rezultat medsebojnega vpliva alelov, ki se nahajajo na razli¢nih lokusih — epistati¢no
delovanje (Swanson-Wagner, 2006; Longin in sod., 2012).

V preteklosti je ve¢ $tudij pokazalo, da je heteroza za lastnosti povezane s pridelkom zrnja
V vecji meri odvisna od intraalelnih interakcij (dominanca, naddominanca) in v manjsi
meri od epistatiticnega delovanja genov (Melchinger, 1993; Melchinger in Gumber, 1998;
Melchinger, 1999; Hinze in Lamkey, 2003). V nasprotju s tem je Studija Kusterer in sod.
(2007) pokazala, da na heterozo za lastnosti povezane z biomaso, poleg intraalelnih
interakcij znacilno vpliva tudi digena in veredna epistaza. Kljub vsemu pa veliko
pomanjkljivost genetskih modelov predstavlja neznan vpliv intraalelnih in interalelnih
interakcij na skupno raven heteroze, ki se razlikuje za vsako posamezno rastlinsko vrsto in
genotip (Chen, 2010).
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(a) Dominanca (d) Aditiven uginek

aaBB AaBb AAbb

(b) Naddominanca

A'A’'BB AA'BB' AAB'B'

Neprava naddominanca

AbC aBC aBC
Slika 6: Genetski modeli za razlago heteroze in kvantitativni uc¢inek gena (Chen, 2010)

Na ravni genske ekspresije lahko ucinek posameznega gena kvantitativno opiSemo kot
aditivni ucinek, Ce je uéinek posameznega starSevskega alela zajet v heterozigotnem stanju
(heterozigotno stanje je enakovredno vsoti uc¢inkov obeh star§evskih alelov) in ne-aditivni
ali dominantni u¢inek v primeru, da je heterozigotno stanje odvisno od u¢inka samo enega
starSevskega alela (heterozigotno stanje je enakovredno enemu starSevskemu alelu)
(Schnable in Swanson-Wagner, 2009). Ob upostevanju dveh najpogosteje predstavljenih
genetskih modelov, model dominance predpostavlja, da je genska ekspresija rezultat
kombiniranega oziroma aditivnega delovanja obeh starSevskih alelov (1 + 1 = 2) (slika 6d),
medtem ko model naddominance predpostavlja, da je genska ekspresija rezultat ne-
aditivnega delovanja obeh starSevskih alelov (1 + 1 # 2) (slika 6e in 6f) (Li, 2001).

Na molekularni ravni je ze dalj ¢asa znano, da je heteroza poligeni fenomen, pri ¢emer oba
najpogostejsa genetska modela, dominanca in naddominanca, zagovarjata ne-aditivno
ekspresijo alelov. Model dominance zagovarja monoalelno ekspresijo, ko je fenotip hibrida
odvisen samo od ekspresije enega (dominantnega) alela, model naddominance pa bialelno
ekspresijo. Bialelna ekspresija pomeni, da F; hibrid presega ekspresijo alelov obeh starSev
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ali pa, da F; hibrid ne dosega ekspresije niti enega starSevskega alela (Schnable in
Swanson-Wagner, 2009; Chen, 2010). Kljub vsemu je danes znano, da samo kvantitativna
analiza ucinka posameznega gena oziroma skupine genov ne more podati odgovora na
vprasanje zakaj lahko prva filialna generacija izraza superiornost nad starSevsko ali
parentalno generacijo (Oettler in sod., 2005).

Neposreden odgovor na to vprasanje je moZno najti na biokemijski ravni. Ze Robertson in
Reeve (1952) navajata, da je razlog za superiornost prve filialne generacije v vedji
biokemijski pestrosti heterozigotnega stanja v primerjavi S homozigotnim stanjem
starSevske generacije. Po njuni hipotezi dodatni aleli na heterozigotnem lokusu prispevajo
k ve¢jemu Stevilu razli¢nih interakcij v molekularni mrezi, vecje Stevilo razli¢nih interakcij
med molekulami pa predstavlja vecjo verjetnost, da se hibrid pravilno odzove na
spremenjeno stanje v okolju. Torej je fenomen heteroze rezultat vecje adaptabilnosti
heterozigotnega stanja v primerjavi s homozigotnim stanjem (Andorf in sod., 2009).

Vpliv vecjega Stevila interakcij med molekulami zaradi heterozigotnega stanja na raven
heteroze (povprecna starSevska heteroza, heterobeltiozis) je bil preucen v $tudiji, ki je
temeljila na dveh linijah navadnega repnjakovca (Arabidopsis thaliana) in njunih
recipro¢nih krizancih (liniji: C24, Col; krizanca C24 x Col, Col x C24). Genska ekspresija
je bila pri tem analizirana z uporabo mikromreze kit 4 x 44k, PIN 62519F. Rezultati studije
so pokazali, da je vecje Stevilo interakcij med molekulami zaradi heterozigotnega stanja
pozitivno vplivalo na povprec¢no starSevsko heterozo pri obeh hibridih, pozitivni vpliv na
heterobeltiozis pa je bil potrjen le pri enem hibridu (Andorf in sod., 2009).

Poleg tega, da je z uporabo mikromrez moZzno dolociti vpliv heterozigotnega stanja na
Stevilo interakcij med razlicnimi molekulami, je Se posebej pomembno to, da je z uporabo
mikromreZ mozno dolo€iti razliko v akumulaciji transkriptov med starSevsko in hibridno
generacijo (Stupar in Springer, 2006). V raziskavi, ki je temeljila na dolo¢anju ekspresije
14400 genov koruze na cDNA mikromreZi se je izkazalo, da je 9 % analiziranih genov
doseglo razli¢no raven ekspresije v starSevski in hibridni generaciji. Od tega je priblizno 22
% genov izrazalo ne-aditivni ucinek, kar pomeni, da se je raven njihove ekspresije
razlikovala od obeh starsevskih komponent (linija B73 in Mo17). Vzorec izrazanja genov z
ne-aditivnim ucinkom je po tej Studiji mozno povezati z modelom naddominance
(Swanson-Wagner, 2006). Zaklju¢ek podobne raziskave, ki je tudi temeljila na enakih
linijah ter njunih reciproénih hibridih, vendar je bila genska ekspresija analizirana z RNA
mikromrezo (Affymetrix gene chip) je bil tudi, da je priblizno 20 % genov, ki izrazajo
razli¢no raven ekspresije med starSevsko in hibridno generacijo povezanih z ne-aditivnim
uc¢inkom. Vendar je vzorec izraZzanja genov z neaditivhim u¢inkom po tej Studiji mozno
povezati z modelom dominance (Stupar in Springer, 2006). Vzroke za razli¢ne rezultate
gre iskati v platformi mikromreze (cDNA mikromreza proti RNA mikromrezi), Stevilu
ponovitev in statisti¢ni obdelavi podatkov (Schnable in Swanson-Wagner, 2009).
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Nadaljni korak pri preucevanju vpliva heterozigotnega stanja na gensko ekspresijo je
opazovanje ekspresije posameznega starSevskega alela v hibridnem potomstvu. Z uporabo
alelno-specificnega RT PCR-ja se je v Studiji Guo-a in sod. (2006) izkazalo, da 11 od 15
preuc¢evanih genov Koruze izraza razlike pri akumulaciji starSevskih alelov v hibridni
generaciji (Schnable in Swanson-Wagner, 2009). V dodatni Studiji, Kjer je bila opazovana
alelno-specifiéna ekspresija za 355 genov koruze, je bil poudarek na preucevanju
regulacije genov, ki so dosegli statisticno znacilne razlike v ekspresiji med starSevsko in
hibridno generacijo. Rezultati te Studije so pokazali, da je 70 % preucevanih genov, ki so
dosegli statisticno znacilne razlike v ekspresiji med starSevsko in hibridno generacijo
reguliranih na cis nacin, se pravi, da se njihova regulatorna sekvenca nahaja znotraj gena
(Springer in Stupar, 2007).

Prednost razlage heteroze na biokemijski ravni je, da poleg intraalelnih interakcij
(dominanca, naddominanca) upoSteva tudi interalelne interakcije (epistaticno delovanje
genov), vpliv RNK molekul (npr. miRNA, siRNA, ta-siRNA) na gensko ekspresijo in
epigenetsko regulacijo genov (vpliv dolzine dneva, temperature, intenzivnosti osvetlitve)
(Chen, 2010; Ni in sod., 2009). Na ta nacin je mozno pojasniti zakaj lahko pride do
pozitivnega ucinka heteroze tudi v generacijah, ki sledijo F; generaciji in stabilnih
alopoliploidih, kot je na primer navadna psenica (Ng in sod., 2012). Za navadno pSenico se
danes namre¢ predvideva, da je nastala pred priblizno 8.000 do 10.000 leti s krizanjem
med domestificirano tetraploidno p$enico in vrsto Triticum tauschii (DD, 2n = 14). Torej
se lahko za izkori$¢anje genetskega fenomena heteroze pri navadni pSenici poleg razvoja
heteroti¢nih F; kombinacij ali hibridnih sort uporabljajo tudi heteroti¢ni alopoliploidi
(angl. synthetic wheat), ki temeljijo na krizanju med diploidnimi, tetraploidnimi in
heksaploidnimi predstavniki rodu Triticum in Aegilops (Dubcovsky in Dvorak, 2007).

Kljub vsemu se danes za izkoriS¢anje genetskega fenomena heteroze pri navadni pSenici
najpogosteje uporabljajo hibridne sorte, katerih kreiranje temelji na testiranju splosne in
specifiéne kombinacijske sposobnosti, S Katerim je mozno kvantificirati u€inek genov, ki
oblikujejo fenotip F; generacije (Longin in sod., 2012).

2.3.2  Uporaba morfoloskih, biokemijskih in molekulskih markerjev pri
izkoris¢anju genetskega fenomena heteroze s hibridnimi sortami navadne
pSenice

Glavni cilj pri razvoju hibridnih sort navadne pSenice je doloc€itev starSevskih komponent,
Ki pri nacrtnem krizanju rezultirajo z visoko specificno kombinacijsko sposobnostjo. Pri
komercialnem izkoris¢anju heteroze gre namrec za razvoj visoko produktivnih F; hibridnih
kombinacij oziroma hibridnih sort in specificna kombinacijska sposobnost je osnovni
pokazatelj produktivnosti dednine, ki predstavlja mnozico starSevskih komponent
(Krystkowiak in sod., 2009; Gowda in sod., 2012a, 2012b).
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Razvoj hibridnih sort navadne pSenice (Triticum aestivum) danes temelji predvsem na
kemi¢ni indukciji moske sterilnosti (Longin in sod., 2012). Za razliko od pristopov na
genetski ravni (npr. uporaba citoplazemsko-genetske moske sterilnosti) in transgeni ravni
(npr. uporaba RNA interference in ekspresije citotoksi¢nih ter citostati¢nih polipeptidov) je
pri kemicni indukciji moske sterilnosti potrebno upostevati, da na u¢inkovitost sredstva za
kemi¢no hibridizacijo vplivajo genotip, ki predstavlja materino komponento, fiziolosko
stanje rastlin v Casu tretiranja (indeks listne povrSine, potencialna absorbcijska povrsina) in
vremenski pogoji v Casu tretiranja (temperatura zraka, relativna zracna vlaga...) (Lein,
2012). Zaradi Stevilnih dejavnikov, ki vplivajo na delovanje sredstva za kemi¢no
hibridizacijo, je pri testiranju splo$ne in specificne kombinacijske sposobnosti linij
navadne pSenice Se posebej pomembno upoStevati stopnjo hibridnosti v pridelanem
semenu (Nikoli¢, 2010).

Najenostavnejsi nacin za dolocanje stopnje hibridnosti je uporaba morfoloskih markerjev,
kot so na primer morfoloske znacilnosti socvetja, barva in oblika zrn, oblika listnega
jezicka (ligula), posebnosti v organogenezi in podobno (Pallavi in sod., 2010). Kljub
enostavnosti pa se pri testiranju splosne in specificne kombinacijske sposobnosti, uporabi
morfoloskih markerjev ne pripisuje vecjega pomena zaradi njihove variabilnosti, ki je
odvisna od zunanjih dejavnikov (abioti¢ni in bioti¢ni stres) in, ker je stopnjo hibridnosti
potrebno dolociti takoj po zetvi semena oziroma pred setvijo (Nikoli¢ in sod., 2008).

Stopnjo hibridnosti je takoj po prekinitvi dormance mozno dolo¢iti z uporabo biokemijskih
markerjev (zaloZne beljakovine in izoencimi) in molekulskih markerjev (npr. RFLP, SSR,
SNP, EST). Med biokemijskimi markerji je za doloCanje stopnje hibridnosti posebej znana
uporaba izoencimov (npr. fosfoheksoza izomeraza (PHI), fosfogluko dehidrogenaza
(PGD), malat dehidrogenaza (MDH), fosfoglukomutaza (PGM)...), med molekulskimi
markerji pa zaradi njihove kodominantnosti in visoke polimorfnosti uporaba mikrosatelitov
(SSR) (Feng in sod., 2004; Nikoli¢, 2010). Ceprav postaja uporaba metod, ki temeljijo na
dezoksiribonukleinski kislini — DNK, v kmetijstvu Ze samoumevna, je njihova uporaba pri
rutinskem testiranju zaradi visokih stroSkov in €asovne zamudnosti precej omejena. V
primerih, ko gre za rutinsko testiranje, kot je na primer potrjevanje okuzenosti z dolo¢enim
patogenom ali prisotnosti gensko spremenjenih organizmov, je uporaba encimatskih metod
primernejsa (npr. encimskoimunski test — ELISA) (Isozyme..., 2012). Tudi pri testiranju
kombinacijske sposobnosti starSevskih komponent se zaradi velikega Stevila hibridnih
kombinacij izraza potreba po metodi, ki je primerna za rutinsko testiranje in, ki je dovolj
natanc¢na. V primeru razvoja hibridnih sort navadne pSenice te zahteve izpolnjuje uporaba
izoencimov, kot sta termic¢no obcutljiva L-malat dehidrogenaza (MDH) in na vodni stres
obcutljiva glutation reduktaza (GR) (Gepts, 1993).

Beseda izoencim oznacuje razlicne molekulske oblike encima s specifi¢nostjo do enakega
substrata (Markert in Moller, 1959). Za razli¢ne molekulske oblike enega encima velja, da
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izrazajo razli¢ne neto naboje in jih je zato mozno detektirati z uporabo poliakrilamidne
gelske elektroforeze (PAGE). Pri uporabi poliakrilamidne gelske elektroforeze gre za
loCevanje proteinov oziroma izoencimov s pomocjo elektri¢nega polja v poliakrilamidnih
gelih. Locevanje izoencimov v poliakrilamidnem gelu z uporabo elektricnega polja lahko
poteka ob enoznacnem pH (nativna PAGE) ali ob linearnem pH gradientu (izoelektri¢no
fokusiranje). Pri nativni poliakrilamidni gelski elektroforezi molekule z vecjim nabojem
potujejo hitreje kot tiste z manjSim. Resolucija metode se povecuje z daljSanjem gela. Pri
izoelektricnem fokusiranju pa protein oziroma izoencim potuje toliko casa, dokler ne
prispe v podrocje gela, kjer je pH natancno enak vrednosti njegove izoelektri¢ne tocke (pl).
Takrat postane Stevilo pozitivnih nabojev, ki jih nosi, enako Stevilu negativnih nabojev in
izoencim postane navzven elektri¢no nevtralen. Sila elektriénega polja nanj ne deluje vec,
zato v gelu obmiruje — se fokusira (Henzel in sod., 1993).

V primerjavi z izoencimi uporaba molekulskih markerjev (npr. RFLP, EST-SSR, SNP
mtDNA...) zagotavlja vi§jo stopnjo polimorfnosti (Guadagnuolo in sod., 2001;
Schoenenberger in sod., 2005). Zato je v primerih, ko gre za zelo natancne oblike
genotipizacije in profiliranja, uporaba molekulskih markerjev uporabnejsa od uporabe
izoencimov. Pri doloc¢anju stopnje hibridnosti je ze dalj Casa uveljavljena uporaba
mikrosatelitnin ali SSR markerjev (2-6 baznih parov dolga, tandemsko ponovljiva
nukleotidna zaporedja). Glavna prednost mikrosatelitnih markerjev pred ostalimi
markerskimi sistemi je njihova multialelicna narava, ponovljivost, hipervariabilnost,
kodominantno dedovanje, informativnost in dobra pokrivnost celotnega genoma. Slaba
stran njihove uporabe pa je zahteven razvoj novih mikrosatelitnih markerjev (Isozyme...,
2012). Razvoj novih mikrosatelitov zahteva izdelavo genomske knjiznice, ki je pri zelo
velikem genomu, kot ga ima na primer navadna pSenica (16 000 Mb), ¢asovno potraten,
zahteven in drag postopek. Po zacetnem rezanju genomske DNK z restrikcijskimi encimi
(npr. Acsl) in kloniranju z vektorji na osnovi bakteriofaga A sledi dodatno rezanje z
restrikcijskimi encimi (npr. Pstl, Mbol) in oblikovanje plazmidnih vektorjev, primernih za
sekvenciranje. Po dolocitvi mikrosatelitnih lokusov sledi izdelava lokusno specificnih
zacetnih oligonukleotidov in umestitev mikrosatelitnih markerjev v fizicne genske karte in
genetske genske karte (GENOPLANTE, 2012).

Pri navadni psenici je do danes znanih priblizno 2800 genomskih mikrosatelitnih lokusov,
od tega jih je v genskih kartah umes¢enih priblizno 1320. Poleg genomskih mikrosatelitnih
markerjev (angl. gSSR) je do danes znanih tudi priblizno 275 EST-SSR mikrosatelitnih
markerjev, ki so hkrati tudi zajeti na fizicni genski karti (Gupta in sod., 2008). Glavni
problem pri genskem Kkartiranju pSeni¢nega genoma predstavljajo velike razlike v
pogostosti pojavljanja rekombinacij med razlicnimi deli posameznega kromosoma.
Posledica tega je, da razdalje na fizicnih genskih kartah in genetskih genskih kartah ne
sovpadajo (Gupta in sod., 2008). Poleg tega je potrebno upoStevati Se, da uporabo
mikrosatelitnih markerjev pri dolo¢anju stopnje hibridnosti omejujejo velike genetske
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razlike med posameznimi starSevskimi komponentami, ki so predmet testiranja
kombinacijske sposobnosti. To pomeni, da je potrebno testirati delovanje vecjega Stevila
lokusno specifi¢nih zacetnih oligonukleotidov, oziroma dobljene rezultate Se dodatno
preveriti z uporabo izoencimov.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 VPLIV DERIVATOV OKSANILNE KISLINE NA INDUKCIJO MOSKE
STERILNOSTI PRI NAVADNI PSENICI

3.1.1 Ucinkovitost sintetiziranih derivatov oksanilne kisline v primerjavi s
komercialnim sredstvom za kemi¢no hibridizacijo CROISOR® 100

Derivati oksanilne kisline, ki so predmet nase Studije, so bili doloCeni na osnovi
predhodnih $tudij Chakrabortyja in Devakumarja (2005a, 2005b, 2006a, 2006b). Trije
etilni estri oksanilne Kisline (etil 4-bromooksanilat, etil 4-cianooksanilat in etil 4-
fluorooksanilat), ki so glede na rezultate navedenih avtorjev pri navadni p$enici (Triticum
aestivum) inducirali visok odstotek moske sterilnosti (> 98 %) so bili na Odseku za
organsko in fizikalno kemijo Instituta "Jozef Stefan" modificirani v vodo topno stanje v
obliki treh kislin (4-bromooksanilna kislina, 4-cianooksanilna kislina in 4-fluorooksanilna
kislina) in treh soli (tetrametilamonijev 4-bromooksanilat, tetrametilamonijev 4-
cianooksanilat, tetrametilamonijev 4-fluorooksanilat). Vsi potrebni reaktanti in organska
topila za sintezo navedenih aktivnih snovi so bili pridobljeni od komercialnih virov in
uporabljeni v prvotnem stanju. Tocke taljenja so bile doloc¢ene z Biichijevo napravo, NMR
spektri so bili zabelezeni z Varian INOVA 300 spektrometrom, dolo¢anje masnih spektrov
je potekalo na Q TOF Premierju po ESI metodi, FT-IR spektri pa so bili zabelezeni s
Perkin Elmer 400 spektrometrom. Metode za pripravo Skropilne suspenzije iz sintetiziranih
derivatov oksanilne kisline, aplikacija ter dolo€anje njihove u¢inkovitosti in fitotoksi¢nosti
v primerjavi s komercialnim sredstvom za kemiéno hibridizacijo CROISOR® 100 so
opisani v nadaljevanju.

Ucinkovitost sintetiziranih derivatov oksanilne kisline (estri, kisline, soli) je bila dolo¢ena
v primerjavi s komercialnim sredstvom za kemi¢no hibridizacijo CROISOR® 100 na
osnovi poljskega poskusa, ki je bil zasnovan v sezonah 2009/10 in 2010/11 na dveh
lokacijah (Jablje pri Trzinu (v nadaljevanju osrednja regija): zemljepisna Sirina 46°
8'39,57"N, zemljepisna dolZzina 14°34'17,55"E; Krog pri Murski Soboti (v nadaljevanju
severovzhodna regija): zemljepisna Sirina 46°3722,58"N, zemljepisna dolzina 16°
7'44,10"E). Sredstvo CROISOR® 100 (dobavitelj SAATEN-UNION Recherche s.a.s.) je
bilo v naso Studijo vkljuceno zaradi njegove dolgoletne uporabe pri pridelavi hibridnega
semena navadne pSenice in njegove aktivne snovi (sintofen), ki spada v drugo kemijsko
skupino kot sintetizirani derivati oksanilne kisline. Aktivna snov sintofen spada v kemijsko
skupino substituiranih  kinolinov (po IUPAC-u: 1-(4-klorofenil)-1,4-dihidro-5-(2-
metoksietoksi)-4-oksokinolin-3-karboksilna kislina) (Sintofen, 2012; Wong in sod., 1995).

Preizkusanje devetih sintetiziranih derivatov oksanilne kisline in komercialnega sredstva
za kemicno hibridizacijo je potekalo v poljskem poskusu, ki je bil zasnovan v obliki
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desetih pasov dolzine 30 m in Sirine 1 m (Slika 7). Zaradi kontrole (brez aplikacije aktivne
snovi) je bil uposStevan Se enajsti pas. Poleg glavnega faktorja aktivna snov (okrajsano AS)
sta bila v poljskem poskusu preucevana e vpliva fenofaze (okrajsano F) in porabe aktivne
snovi (okrajsano D). Faktor fenofaza predstavlja dolZzino socvetja na glavnem poganjku, ko
se je opravila aplikacija testiranih aktivnih snovi (F1: 5-10 mm, F2: 10-15 mm, F3: 15-20
mm), faktor poraba aktivne snovi pa predstavlja pet razlicnih koli¢in, v Katerih so se
aplicirale testirane aktivne snovi (D1 — 700, D2 — 1400, D3 — 2100, D4 — 2800, D5 — 3500
g ha™). Faktor fenofaza in poraba aktivne snovi sta bila znotraj vseh pasov (razen kontrole)
zajeta s petnajstimi obravnavanji velikosti 2 m® (1 x 2 m).

Slika 7: Preizkusanje devetih sintetiziranih derivatov oksanilne kisline in komercialnega sredstva za
kemiéno hibridizacijo CROISOR® 100 v severovzhodni regiji — sezona 2009/10
Figure 7: Testing of nine synthesized oxanilic acid derivatives in compare with commercial chemical

hybridizing agent CROISOR® 100 in the northeast region — season 2009/10

V obeh sezonah in na obeh lokacijah je bila aplikacija testiranih aktivnih snovi izvedena na
kultivarju navadne pSenice Guarni (vzdrzevalec Florimond Desprez, Francija), ki je znan
po enakomernem razvoju vseh poganjkov in hitri ekstruziji prasSnic. Gostota setve je
znaSala 450 kalivih zrn m™?, medvrstna razdalja je bila 12,5 cm. Zaradi neposredne
primerjave podatkov pri statisticni analizi, je bila oskrba posevka v obeh sezonah in na
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obeh lokacijah izvedena na enak nacin. To pomeni, predsetveni dodatek 100 kg ha™ P,Os,
150 kg ha™ K50, tri dognojevanja z mineralnim dusikom v obliki 27 % kalcij amonijevega
nitrata — KAN (EC 13/25, 70-90 kg ha™ N; EC 31/32, 50-70 kg ha™ N; EC 47/49, 70-90
kg ha' N), tretiranje s herbicidom na osnovi sulfonil se¢nine (EC 13/37), dvakratno
tretiranje s fungicidom (EC 29/37 fungicid na osnovi strobilurina, EC 51/69 fungicid na
osnovi azola) in uporaba insekticida na osnovi deltametrina.

Aplikacija testiranih aktivnih snovi je bila izvedena v dopoldanskem casu, ko je relativna
zraCna vlaga presegala 50 % z uporabo standardnih Sob (tip Sobe: Lechler 110-04; delovni
pritisk 2 bar; poraba vode na enoto povrsine: 700 L/ha). Vse obravnavane aktivne snovi so
bile aplicirane kot 0,1 % suspenzija pri ¢emer je bila posamezna aktivna snov pripravljena
po naslednjem protokolu:

ESTRI:
Etil 4-bromooksanilat (emulzija pripravljena iz 3 g estra/ 7,5 g UD-50 / 24 ml dimetil
sulfoksida)
Etil 4-cianooksanilat (emulzija pripravljena iz 3 g estra/ 7,5 g UD-50 / 120 ml dimetil
sulfoksida)
Etil 4-fluorooksanilat (emulzija pripravljena iz 3 g estra/ 7,5 g UD-50 / 135 ml dimetil
sulfoksida)

KISLINE

4-bromooksanilna kislina (suspenzija 3 g kisline v 12 g Spartana)
4-cianooksanilna Kislina (suspenzija 3 g kisline v 12 g Spartana)
4-fluorooksanilna kislina (suspenzija 3 g Kisline v 12 g Spartana)

TETRAMETILAMONIJEVE SOLI
Tetrametilamonijeva sol 4-bromooksanilne kisline (raztopina 3 g soli v 200 ml vode;
2,144 g kisline in 2,120 g Me,;NOHx5H,0)
Tetrametilamonijeva sol 4-cianooksanilne kisline (raztopina 3g soli v 200ml vode; 2,308 g
kisline in 1,713 g Me,NOHx5H,0)
Tetrametilamonijeva sol 4-fluorooksanilne kisline (raztopina 3 g soli v 200ml vode; 2,167 g
kisline in 2,064 g Me;NOHx*5H,0)

Absorbcijski potencial za aktivno snov je bil ocenjen z in situ merjenjem matri¢nega
potenciala vode v tleh in dolocanjem indeksa listne povrSine. Tenzija vode oziroma njen
matri¢ni potencial je bil dolocen s pomocjo tenziometra STEPS 40033, indeks listne
povrsine pa je bil doloc¢en z aparatom Li-Cor LAI 2000 Plant Canopy Analyser.
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3.1.2  Selektivnost in fitotoksi¢nost 4-bromooksanilne kisline v primerjavi s
komercialnim sredstvom za kemi¢no hibridizacijo CROISOR® 100

V prvi sezoni preizkuSanja ucinkovitosti sintetiziranih derivatov oksanilne kisline je bil
z dodatno S$tudijo preverilo Se njegovo selektivnost delovanja. StatistiCna analiza
opravljena po zetvi leta 2010 je pokazala, da se je u¢inkovitosti komercialnega sredstva za
kemi¢no hibridizacijo CROISOR® 100 najbolj priblizal derivat 4-bromooksanilna kislina.
Za navedeni derivat je bila nato v sezoni 2010/11 skupaj s sredstvom CROISOR® 100
doloc¢ena selektivnost delovanja, kar pomeni, da je bil dolo¢en vpliv genotipa na indukcijo
moske sterilnosti. Poleg tega je bila na osnovi redukcije viSine rasti in Stevila klaskov za
obe kemikaliji dolo¢ena tudi fitotoksicnost delovanja.

Oba parametra, selektivnost delovanja in fitotoksi¢nost, Sta bila preverjena s poljskim
poskusom, ki je bil zasnovan na lokaciji v osrednji regiji (Jablje pri Trzinu: zemljepisna
Sirina 46° 8'39,57"N, zemljepisna dolzina 14°34'17,55"E). Poljski poskus je vkljuceval
poleg faktorja aktivna snov (okrajsano AS) Se faktor genotip (okrajsano G), ki je
predstavljal Sest razliénih linijskih sort navadne pSenice (cv. Ficko (vzdrzevalec
Poljoprivredni institute Osijek), cv. Guarni (vzdrzevalec Florimond Desprez), cv. Sana
(vzdrzevalec Bc institut), cv. Marija (vzdrzevalec Be institut), cv. Inoui (vzdrzevalec C.C.
Benoist), cv. Bologna (vzdrzevalec C.C. Benoist)) in faktor fenofaza (okrajsano F), ki je
predstavljal cas, ko je bila opravljena aplikacija obeh aktivnih snovi. Aplikacija obeh
aktivnih snovi (4-bromooksanilna kislina in sintofen) je bila opravljena, ko je socvetje na
glavnem poganjku doseglo dolzino 5-10 mm (F1) in 15-20 mm (F2).

Zaradi izvedbe poljskega poskusa je bil posamezen genotip oziroma linijska sorta sejan v
obliki petih zaporednih parcelic z osmimi vrsticami dolZine 7,5 m, pri ¢emer je medvrstna
razdalja znaSala 12,5 cm (povrSina posamezne parcelice je znaSala 7,5 m?). Pri vsakem
genotipu je peta zaporedna parcelica predstavljala kontrolo (brez tretiranja). Aplikacija
obeh aktivnih snovi je bila opravljena pod priporo¢enimi pogoji, ki S0 navedeni za uporabo
komercialnega sredstva za kemi¢no hibridizacijo CROISOR® 100. To pomeni, da je
znasala poraba aktivne snovi 1400 g ha™, da je bila minimalna zraéna temperatura v ¢asu
aplikacije 12 °C in, da je bila aplikacija opravljena v dopoldanskem ¢asu, ko je minimalna
relativna zracna vlaga presegala 50 %. Tehnic¢na izvedba aplikacije aktivne snovi, protokol
za pripravo 0,1 % skropilne suspenzije in agrotehni¢ni ukrepi se niso razlikovali od
testiranja ucinkovitosti devetih derivatov oksanilne kisline v primerjavi s komercialnim
sredstvom za kemicno hibridizacijo.
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3.1.3  Dolocanje ucinkovitosti in fitotoksi¢nosti sintetiziranih derivatov oksanilne
kisline in komercialnega sredstva za kemi¢no hibridizacijo CROISOR® 100

Ucinkovitost sintetiziranih derivatov oksanilne kisline je bila v primerjavi s komercialnim
sredstvom za kemicno hibridizacijo CROISOR® 100 dolo¢ena na dva nacina:

- test pelodnih zrn rastlin tretiranih z acetokarminom,
- izracun moske sterilnosti na osnovi dolo¢anja Stevila zrn v klasih tretiranih rastlin.

Za izvedbo acetokarminskega testa so bile v sezoni 2009/10 v obravnavanjih, ki so
vkljugevala najvi§jo porabo aktivne snovi (3500 g ha™), izolirane prasnice iz cvetov petih
naklju¢no izbranih klasov. 1z najmanj desetih zelenkasto-rumenkasto obarvanih prasnic je
bil nato s pomo¢jo dveh pincet na objektivnem stekelcu izoliran cvetni prah, kateremu se je
dodalo 1 % raztopino acetokarmina. Sledilo je fiksiranje cvetnega prahu s krovnim
stekelcem in mikroskopiranje s svetlobnim mikroskopom pri 100 kratni povecavi. Po
koncanem mikroskopiranju je bil zabeleZzen podatek o obarvanosti vsebine in obliki
povrsine pelodnih zrn.

Za izraun odstotka moske sterilnosti na osnovi Stevila zrn v klasih tretiranih rastlin je bilo
v vsakem obravnavanju po koncani klasitvi (EC 58/59) z belo papirnato vrecko izoliranih
deset klasov. Z belo papirnato vrecko je bilo v vsaki sezoni in na vsaki lokaciji izoliranih
tudi trikrat po deset klasov kontrolnih rastlin. Po kon¢anem $tetju zrn v klasih tretiranih in
netretiranih rastlin je nato sledil izra¢un odstotka moske sterilnosti po naslednji formuli:

% moske sterilnosti = (S¢ - St) / S¢ x 100

St — Stevilo zrn v izoliranih klasih tretiranih rastlin.
Sc — Stevilo zrn v izoliranih klasih netretiranih rastlin (kontrola).

Zaradi dolocanja fitotoksi¢nosti testiranih aktivnih snovi je bil vzporedno z dolo¢anjem
Stevila zrn za vsako posamezno rastlino v obeh poskusih (3.1.1 in 3.1.2) zabeleZen tudi
podatek o visini rastline (od tal do vrha zadnjega klaska) in Stevilu klaskov na klas.

Ko so bili zbrani vsi potrebni podatki za dolocanje ucinkovitosti in fitotoksi¢nosti
preucevanih aktivnih snovi je sledila statisticna obdelava podatkov s statisticnim paketom
STATGRAPHICS® Centurion XVI (STATGRAPHICS ..., 2012). Z analizo homogenosti
varianc so bile preverjene statisticno znacilne razlike med sezonami, lokacijami, aktivnimi
snovmi, fenofazami in porabami aktivne snovi.
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3.2 TESTIRANJE KOMBINACISKE SPOSOBNOSTI LININSKIH SORT
NAVADNE PSENICE IN KVANTITATIVNA ANALIZA HETEROZE V
SKUPINI HEKSAPLOIDNIH PSENIC Z GENOMSKO STRUKTURO
AABBDD

3.2.1  Testiranje kombinacijske sposobnosti linijskih sort navadne pSenice
francoskih Zlahtniteljskih hiS in Poljoprivrednog instituta Osijek

Potencial za vzgojo hibridnih sort navadne pSenice je bil dolocen pri dveh tipih dednine
oziroma mnozicah starSevskih komponent, ki sta v Republiki Sloveniji najbolj zastopani.
Za ta namen so bila izvedena krizanja za testiranje kombinacijske sposobnosti (v
nadaljevanju KS) po modelu Linija x Tester (v nadaljevanju L x T). StarSevske
komponente, ki so bile vkljuéene v testiranje KS, so bile dolo¢ene na osnovi pregleda
pridelave semena kmetijskih rastlin med leti 2009 in 2011. 1z tega pregleda je razvidno, da
v Republiki Sloveniji glede na sortno strukturo prevladujejo linijske sorte francoskih in
hrvaskih zlahtniteljskih hi§ (Rezultati ..., 2012). Vsi Zlahtniteljski materiali, ki so bili v
nasi Studiji vkljuceni v analizo aditivne in ne-aditivne komponente kombinacijske
sposobnosti (splosna in specifi¢na kombinacijska sposobnost), so bili dolo¢eni na osnovi
rezultatov posebnega, uradnega in preliminarnega preizkusanja sort navadne ozimne
pSenice, ki ga izvaja Kmetijski institut Slovenije, ali pa na osnovi osebnega razgovora z
zlahtniteljem. Osnova za oblikovanje seznama materinih komponent (linije) in
oprasSevalcev (testerji) so bili podatki o viSini rastline, datumu zacetka klasenja (fenofaza
EC 51), datumu zacetka cvetenja (fenofaza EC 61) in zdravstvenem stanju (obcutljivost na
pepelasto plesen (Erysiphe graminis f.sp. tritici), rjavenje pSeni¢nih plev (Septoria
nodorum (Berk.) Berk.) in pSeni¢no listno pegavost (Mycosphaerella graminicola (sinonim
Septoria tritici)).

Testiranje KS linijskih sort navadne psenice francoskih Zlahtniteljskih hi§ je potekalo v
sezonah 2010/11 in 2011/12 na Selekcijsko poskusnem centru Ptuj (zemljepisna Sirina:
46°24'45,84"S, zemljepisna dolzina: 15°52'23,67"V). V statisticno analizo So bili vkljuceni
podatki za $tirinajst linijskih sort (6 linij x 8 testerjev) in 42 F; hibridov (preglednica 1 in
2). Fy hibridi so bili vzgojeni s klasi¢no emaskulacijo in testirani skupaj s starSevskimi
komponentami v poskusu po metodi sluc¢ajnega bloka s $tirimi ponovitvami. V posamezni
ponovitvi so bili za tri rastline zbrani naslednji podatki:

- Stevilo klasov na rastlino (celotno Stevilo klasov na posamezno rastlino),

- najdaljsi klas (najvecja razdalja med bazo prvega klaska in vrhom zadnjega klaska),
- viSina rastline izmerjena od tal do vrha najdaljsega klasa,

- dolzina zadnjega internodija merjena pri najdaljSem klasu,

- skupni pridelek zrnja na posamezno rastlino,

- skupno Stevilo zrn na posamezno rastlino.
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Preglednica 1:  Seznam linijskih sort
Table 1: The list of line varieties

Linijske sorte francoskih Zlahtniteljskih hi§

Oznaka linijske sorte Poreklo Vzdrzevalec
?
Cr19 Magellan x Charger SECOBRA!
Cri ND2710 x Apache Limagrain?
C:6 Axial x NRPB-84-4233 Syngenta®
Cr15 ND2710 x Apache Limagrain®
Cr16 Sisley x 91B623 Syngenta®
C:3 Tremie x Guadalupe Florimond Desprez*
3
Cr 14 Frelom x Tremie Florimond Desprez*
Ci17 Isengrain x (Nirvana x Kalango) Florimond Desprez*
C:21 Corvus x Bandit SECOBRA!
Cr22 Tambor x Flair x Drifter SECOBRA!
Cr24 (Malacca x Charger) x Xil9 Syngenta®
Cr 25 FD14579 x FD92041 Florimond Desprez*
Cr26 CWW-4462-64 x Rendezvous Syngenta’
Cr 30 Arminda x Festival Syngenta’
$
Garcia Magellan x Charger SECOBRA!
Linijske sorte Poljoprivrednog instituta Osijek
Oznaka linijske sorte Poreklo Vzdrzevalec
?
Cr13 Osk.4.50/1°Zg.2696 Poljoprivredni institut Osijek®
Cr50 Ana x Osk 4.48/1-91 Poljoprivredni institut Osijek®
Cr48 Srpanjka x Demetra Poljoprivredni institut Osijek®
Cr28 _ Osk.5.140/22-91 x Sana Poljoprivredni institut Osijek®
Cr 46 Zitarka/Osk 7.5/4-82/KBg 160-86 Poljoprivredni institut Osijek®
C:38 Srpanjka x Barbara Poljoprivredni institut Osijek®
Cr72 Divana x Srpanjka Poljoprivredni institut Osijek®
Cr42 Srpanjka x Divana Poljoprivredni institut Osijek®
C:+73 / Poljoprivredni institut Osijek®
Cr71 / Poljoprivredni institut Osijek®
3
Cr51 / Poljoprivredni institut Osijek®
Cr52 / Poljoprivredni institut Osijek®
$
Hystar F, P96QHS529 x Apache SAATEN-UNION®

® Standardni kultivar

!SECOBRA Recherches, Centre de Bois-Henry 78580 MAULE, France

“Limagrain, Rue Limagrain, 63720 Chappes, France

3Syngenta Seeds SAS, 12 chemin de I'Hobit BP 27, 31790 Saint-Sauveur, France

*Florimond Desprez Veuve et Fils, 59242 Capelle en Pévéle, France

*Poljoprivredni institut Osijek, JuZzno predgrade 17, Osijek, Hrvaska

®SAATEN-UNION Recherche s.a.s, 163Ter avenue de Flandre, BP 6, 60190 Estrées-Saint-Denis, France
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Preglednica 2:  Seznam F, krizancev

Table 2: The list of F; hybrids
/3 | Cr14™ Ccr17™ cr21™ cr227 cr247 cr25” Cr307 Cy51" 52
Cr 197 x x x x x x x
Ccr 17 x x x x x x x
Cr 6™ x x x x x x x
Cr 157 x x x x x x
Cr 167 x x x x x x x
Cr 3™ x x x x x x
Cr 13" CHA +(CHA
C; 50 «CHA «CHA
Cr 48™ «CHA «CHA
Cr 28" «CHA «CHA
Cr46™ «CHA «CHA
Cr 38" CHA +(CHA
Cr 7oHr «CHA «CHA
Cr 42H" «CHA «CHA
Cr 73Hr «CHA «CHA
Cr 71Hr «CHA «CHA
C; 51 «CHA «CHA
C; 52" «CHA «CHA

F, krizanci na osnovi linijskih sort francoskih Zlahtniteljskih hi§ (X @ / & ™)

Xt 16/247, X+ 3/307", Xt 31247, X+ 6/247, X+ 19/247, X¢ 15/147, X1 19/177, X1 1/247, X1 6/307", X1
19/22"" X1 16/307, Xy 3/217, X1 19/147, X1 3/177, X; 6/26™, X1 16/227, X; 15/177, X; 15/217, X+
16/217", X1 6/14%, X7 19/307", X+ 6/217, X 6/227, X+ 16/17™, X1 16/14™, X+ 19/217, X+ 1/227, X+ 1/25,
X719/257, X1 6/177, X1 1/17%, X+ 3/147, X1 6/25™, X1 15/25™, X+ 16/25™", X+16/26™, X+ 3/257, X;1/21™,

X7 15/24% X+ 1/307, X1 15/30"", X+ 1/14™

F, krizanci na osnovi linijskih sort Poljoprivrednog instituta Osijek (X7 @ / & ")
X713/511", X+ 50/51™ X1 48/511", X+ 28/51™" X1 46/511, X+ 38/517", X, 72/51™, X1 42/511", X 73/51™,
X7 71/5117, X+ 13/52M X1 50/521", X 48/527" X1 28/521, X+ 46/527", X1 38/52, X1 72/521", X+ 42/52™,

X7 73/521 X+ 71/52"

x“PA krizanje temelji na uporabi sredstva CROISOR® 100
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Testiranje KS linijskih sort navadne psenice Poljoprivrednog instituta Osijek je temeljilo
na pridelavi hibridnega semena z uporabo sredstva CROISOR® 100. Postopek za pridelavo
hibridnega semena navadne pSenice, ki temelji na kemi¢ni indukciji moske sterilnosti je bil
predhodno preverjen s poskusno pridelavo hibridnega semena v sezoni 2009/10.

Ob upostevanju stopnje hibridnosti, ki je bila dosezena v poskusni pridelavi hibridnega
semena navadne pSenice, je bil za testiranje KS linijskih sort Poljoprivrednog instituta
Osijek v sezoni 2010/11 nastavljen poskus za pridelavo hibridnega semena 20 F; hibridnih
kombinacij (10 linij x 2 testerja). Poskus je bil lociran na dveh lokacijah (Krog pri Murski
Soboti (zemljepisna Sirina: 46°38'49,62"S, zemljepisna dolzina: 16°9'41,50"V) in Osijek
(zemljepisna Sirina: 45°32'14,44"S, zemljepisna dolzina: 18°44'38,12"V)).

Osnovna enota poskusa za pridelavo hibridnega semena 20 F; hibridnih kombinacij so bile
Stiri zaporedne parcelice (1 m x 7,5 m) posejane z materino komponento, ki so bile z obeh
strani obdane z opraSevalcem oziroma testerjem. Zaradi dveh razli¢nih testerjev je bilo
deset linijskih sort, ki so predstavljale materine komponente zdruzenih v eno enoto in
lo¢eno od druge enote ali skupine z deset metrov Sirokim pasom je¢mena (Slika 8).
Nenadzorovana opraSitev s cvetnim prahom neznanega izvora je bila preprecena z
upostevanjem minimalne oddaljenosti, ki velja pri pridelavi semenskega materiala Zit
(Zakon ..., 2005).

Sredstvo CROISOR® 100 je bilo aplicirano v fazi kolenéenja, ko je dolzina socvetja na
glavnem poganjku materinih komponent znasala 15-20 mm. Aplikacija je potekala v §tirih
zaporedno narai¢ajo¢ih koncentracijah (20 ml L™ (priporogen odmerek), 25 ml L™, 30 ml
L™ in 35 ml L™), pri emer je bil zaradi boljse absorbcije aktivne snovi dodan e surfaktant
Spartan v 0,1 % koncentraciji. Pred spravilom s parcelnim kombajnom (model
Wintersteiger Classic) je bil v klasih, ki so bili v fenofazi EC 58/59 izolirani z belo
papirnato vrecko preverjen nastavek zrn. Za namen testiranja KS so bile nato pozete le tiste
parcelice materinih komponent, pri katerih v izoliranih klasih ni bilo mozno najti zrn.

Testiranje KS 20 F; hibridnih kombinacij je potekalo v naslednji sezoni (2011/12). V ta
namen je bilo 20 F; hibridnih kombinacij skupaj s starSevskimi komponentami in
standardnim kultivarjem (hibridna sorta Hystar F;) posejanih v poskusu po metodi
slucajnega bloka s Stirimi ponovitvami na lokacijah Jablje pri Trzinu (zemljepisna Sirina:
46° 8'31,40"S, zemljepisna dolzina: 14°33'30,10"V) in Osijek (zemljepisna S$irina:
45°32'14,44"S, zemljepisna dolzina: 18°44'38,12"V). Za statisticno obdelavo podatkov so
bili zbrani podatki o pridelku zrnja na enoto povrSine in absolutni masi zrnja.
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Slika 8: Poskus za pridelavo hibridnega semena navadne pSenice z uporabo sredstva za kemic¢no
hibridizacijo CROISOR™ 100 (Krog pri Murski Soboti, 2010/11)
Figure 8: Field experiment for the hybrid wheat seed production with the use of chemical hybridizing

agent CROISOR™ 100 (Krog near Murska Sobota, 2010/11)

3.2.2  Preverjanje stopnje hibridnosti pri poskusni pridelavi hibridnega semena
navadne pSenice

Zaradi visoke polimorfnosti, ki jo omogo¢a uporaba SSR markerjev je bila stopnja
hibridnosti pri poskusni pridelavi hibridnega semena navadne pSenice preverjena z
namnoZevanjem mikrosatelitnih lokusov specifi¢nih za navedeno rastlinsko vrsto.

3.2.2.1 Rastlinski material za izolacijo DNK

Rastlinski material za izolacijo DNK je bil pridobljen na osnovi poskusne pridelave
hibridnega semena navadne penice z uporabo sredstva CROISOR™ 100. V ta namen je bil
na lokaciji Krog pri Murski Soboti oktobra 2009 posejan poskus, ki je obsegal dva pasova
materine komponente (linijska sorta Inoui, vzdrzevalec C.C. Benoist), ki sta bila z vseh
strani obdana s pasovi oprasevalca (linijska sorta Ludwig, vzdrzevalec Probstdorfer
Saatzucht). Vsi pasovi so bili dolgi 300 m, pri ¢emer so bili pasovi materine komponente
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siroki 5 metrov, pasovi oprasevalca pa 2,5 m. Obe starSevski komponenti sta bili doloceni
na osnovi morfoloskih lastnosti (viSina primarnega poganjka, dolzina zadnjega internodija,
polozaj zastavicarja) in dolzine vegetacije (datum zacletka klasenja, datum zacetka
cvetenja) ter sta tvorili poskusno hibridno kombinacijo X1 6/21. Sredstvo CROISOR®™ 100
je bilo aplicirano po navodilih podjetja SAATEN-UNION Recherche s.a.s (odmerek 14 L
ha™*, minimalna temperatura zraka > 12 °C, minimalna relativna zragna vlaga > 50 %), ko
je dolzina socvetja na glavnem poganjku materine komponente znasala 15-20 mm.

Med zZetvijo posevka za poskusno pridelavo hibridnega semena navadne pSenice je bilo v
posameznem pasu v katerem je bila izvedena aplikacija sredstva CROISOR®™ 100 odvzetih
po pet kilogramov semena. Oba vzorca sta bila nato zdruZena in za en mesec shranjena na
temperaturi 10 °C. Po preteku enega meseca je bil celoten vzorec razkuzen S pripravkom
Lamardor FS 400. V laboratoriju za analize semenskega materiala na Kmetijskem institutu
Slovenije je sledila setev 200 semen posamezne starSevske komponente (cv. Inoui in cv.
Ludwig) in semena poskusne kombinacije (oznaka Xt 6/21). Rastlinski material za
izolacijo DNK je bil odvzet v fenofazi EC 12 (razgrnjena dva lista) na stotih rastlinah
posameznega starSevskega genotipa in poskusne kombinacije.

3.2.2.2 lzolacija DNK z metodo KingFisher
Celokupno DNK navadne pSenice (Triticum aestivum) smo iz predhodno pripravljenega

rastlinskega materiala izolirali z aparaturo KingFisher® in mlinom Retsch. Pri izolaciji
DNK z metodo KingFisher je bilo potrebno upostevati naslednji protokol:

=

Zatehtamo rastlinski material za izolacijo DNK (60-100 mg) v 2 ml sterilne epice.

2. Dodamo 300 pl RTL lysis pufra in epico polozimo v adapter mlina Retsch. Sledi
inkubiranje (10 minut pri 65 °C).

3. Epice centrifugiramo deset minut pri 12.000 rcf.

4. Pripravimo plato s stripi in pravilno vlozimo pripravljen strip. Pricnemo s

pipetiranjem:

a. 1. luknjica: 200 ul vzorca lysate faza + 200 pl izopropanola + 20 yl magnetne
suspenzije (predhodno jo centrifugiramo tri do pet minut),

b. 2. luknjica: 500 ul RPV wash pufra (priloZen kot koncentrat v kitu),

c. 3. luknjica: 500 pl EtOH 96 %,

d. 4. luknjica: 500 pl EtOH 96 %,

e. 5. luknjica: 200 pl AE pufra (v kitu).

5. Vklju¢imo aparaturo in s pus¢icami izberemo program za izolacijo rastlinske DNK
— BS 15-DNA-Plant-v020 in pritisnemo tipko START. Pri¢ne se izolacija, ki traja
pribliZzno petnajst minut.
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3.2.2.3 Dolocanje koncentracije DNK

Pred namnoZevanjem DNK s polimerazno verizno reakcijo so bili posamezni vzorci
razreddeni na enotno koncentracijo 20 ng pl™*. Predhodno je bila koncentracija DNK
posameznega vzorca dolocena s pomocjo fluorimetra TKA 100. Pred zacetkom merjenja je
bil fluorimeter kalibriran z DNK tele&jega timusa (1 mg mI™ DNK v 10 mM Tris-HCI; 50
mM EDTA,; pH raztopine: 8,0). Delovna raztopina je bila sestavljena iz 0,1 M NacCl, 10
mM Tris-HCI, 1 mM EDTA in barvila benzimidazol 0,1 pl ml*t (pH raztopine: 7,4).

3.2.2.4 Namnozevanje mikrosatelitnih lokusov s polimerazno verizno reakcijo — PCR

Dolocanje stopnje hibridnosti pri poskusni pridelavi hibridnega semena navadne pSenice je
temeljilo na polimerazni verizni reakciji s Sestimi zacetnimi oligonukleotidi, specifi¢nimi
za mikrosatelitne lokuse, ki so opisani v preglednici 3. Mikrosatelitni lokusi, na katerih je
temeljila analiza dedovanja pri navadni pSenici so bili dolo¢eni na osnovi Studije Roder-ja
in sod. (2002).

Preglednica 3:  Opis mikrosatelitnih markerjev uporabljenih pri dolo€anju stopnje hibridnosti v poskusni
pridelavi hibridnega semena navadne pSenice (Rdder in sod., 2002)

Lokus Ponavljajoca sekvenca Vehkofst namnozencga Kromosom St. a_lelov_
ragmenta (redki aleli)
Xgwm18 (CA)1:GA(TA), ni¢, 178-194 1B 10 (3)
Xgwm46 (GA),GC(GA)33 ni¢, 145-183 7B 16 (7)
Xgwm95 (CA)s6 115-134 2A 9(2)
Xgwm389 (CT)14(GT)16 ni¢, 116-150 3B 15 (6)
Xgwm437 (CT)a4 ni¢, 91-130 7D 15 (4)
Xgwm577 (CA)14(TA)g ni¢, 126-214 7B 22 (10)

Reakcijska meSanica (kon¢ni volumen 25 pl) je vsebovala vzoréno DNK navadne pSenice
v koncentraciji 20 ng ul™, 1 x PCR pufer (Boehringer-Manheim), 2 mM MgCl, (Sigma),
200 uM vsakega deoksinukleotid trifosfata (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,2 uM vsakega
zacetnega oligonukleotida, 0,5 enote polimeraze Taq (Boehringer-Manheim) in destilirano
vodo. Zaradi fluorescencnega oznaevanja, ki je poenostavilo celotno analizo dolo¢anja
stopnje hibridnosti je bil reakcijski meSanici dodan oligonukleotid TAIL, ki je bil odvisno
od mikrosatelitnega lokusa na 5' koncu oznacen s 6FAM, VIC, NED ali PET fluorescentno
molekulo. Namnozevanje DNK fragmentov je potekalo v ciklicnem termostatu Applied
Biosystems / Veriti® (Veriti® ..., 2012) z zagetno stiriminutno denaturacijo pri 95 °C kateri
je sledilo 40 zaporednih ciklusov z naslednjimi stopnjami:
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- denaturacija (94 °C, 30 s),

- prileganje zacetnega oligonukleotida (38 °C, 30 s),

- podalj$evanje komplementarne verige DNK (72 °C, 1 min 45 s),
- zaklju¢no podaljsevanje verige (72 °C, 8 minut) in

- ohlajanje na 4 °C.

Pred zacetkom polimerazne verizne reakcije je bila delovna mesanica prelita z mineralnim
oljem, da bi tako preprecili nenadzorovano izhlapevanje med namnozevanjem DNK
fragmentov.

3.2.2.5. Analiza namnozenih fragmentov DNK in analiza dedovanja

DNK fragmenti, ki so bili rezultat PCR namnozevanja in, ki so bili oznaceni z razli¢nimi
fluorescen¢nimi barvili so bili zdruzeni in pripravljeni za nanos na kapilarno elektroforezo
(POST-PCR multiplexing). To pomeni, da so bili od vsake PCR reakcije, ki je temeljila na
enakem genotipu od vseh obravnavanih mikrosatelitnih lokusov odvzeti vzorci po 4 pl in
zdruzeni glede na fluorescen¢no barvilo, ki se je moralo razlikovati. Sledilo je
centrifugiranje in odvzem skupnega vzorca velikosti 1 pl, ki je bil prenesen na plosco s 96
luknjicami katera je bila kompatibilna z avtomatskim sekvenatorjem ABI 3130XL. Preden
so bili vzorci odposlani na Oddelek za zootehniko, ki opravlja z navedeno napravo sta bila
k skupnemu vzorcu dodana se marker LIZ 600 in 10,6 ul formamida.

Sistem ABI 3130XL omogoca detekcijo sekvenc na podlagi fluerescence, Ki je inducirana
z laserjem. Rezultati analize so elektroferogramske datoteke, ki jih je bilo potrebno za
nadaljno analizo prenesti v programski paket GeneMapper® Software Version 4.0, ki
pridobljene podatke pretvori v dolZine alelov in jakost fluorescentnega signala. Analiza
dedovanja oziroma dolocanje stopnje hibridnosti je nato temeljilo na primerjavi dolZine
alelov obravnavanih mikrosatelitnih lokusov. Heterozigotno stanje oziroma F; hibrid smo
potrdili v primeru, da sta bila na obravnavanem mikrosatelitnem lokusu detektirani vsaj
dve razli¢ni alelni dolzini. Po konc¢ani analizi vseh rastlinskih vzorcev smo nato izraCunali
delez F; hibridov v poskusni kombinaciji Xt 6/21.

3.2.3  Statisticna obdelava podatkov pri testiranju splosne in specifi¢ne
kombinacijske sposobnosti linijskih sort navadne pSenice

Analiza podatkov pridobljenih na osnovi preizkuSanja kombinacijske sposobnosti trinajstih
francoskih linijskih sort in dvanajstih linijskih sort Poljoprivrednog instituta Osijek je bila
opravljena v dveh delih s pomo¢jo programa AGROBASE Generation 11® (AGROBASE...,
2012). Prvi del je predstavljal analizo variance za parametre na osnovi katerih temelji
preizkuSanje kombinacijske sposobnosti po modelu Linija x Tester. V drugem delu pa je
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bila izracunana splosna in specifi¢na kombinacijska sposobnost za posamezne starSevske
komponente oziroma kombinacije.

1. Analiza variance
a. Izra¢un skupne vsote kvadratov, vsote kvadratov za ponovitve in obravnavanja:

Pred analizo variance so bili zbrani podatki ob upostevanju navedb Warghese in sod.
(1976) razvrsceni v obliki spodnje preglednice.

Preglednica 4:  Primer zbranih podatkov za kriZzance in star§evske komponente (Warghese in sod., 1976)

Genotip Pl P2 P3 Pi Pk Z
K
1t Xu Xa1 Xa1 Xi1 Xia Z Xij
i=1

2" X1 X2 X3 Xiz Xio =
3" X13 Xa3 X33 Xis Xis =
4" X4 X X4 Xia Xia =
5 Xis X35 X35 Xis Xis =
6 Xi6 X26 X36 Xis Xis =
7" X7 Xz Xa7 Xiz Xz =

1x5 .

1x6

1x7

2x5

2Xx6

2x7

3x5

3x6

3x7

4x5

4x6 . . . . .

4x7 Xini Xoni Xani Xini Ky

nit
y Z Xij = = = = »
=1

“Linija, "Tester, P — ponovitev

S simbolom Xij je oznacen j-ti element v i-tem vzorcu oziroma stolpcu. Pri statisti¢ni
analizi je potrebno upostevati, da pri metodi Linija x Tester Stevilo obravnavanj predstavlja
vsoto Stevila krizancev in Stevila starSevskih komponent. Po razvrstitvi podatkov je sledil
izraCun korekcijskega faktorja in vsote kvadratov (Warghese in sod., 1976).

Korekcijski faktor (K.F.) = (Y.3)?/ (5t. ponovitev x §t. vseh obravnavanj) .. (1)

Skupna vsota kvadratov = (X11)? + (X12)® + -+ + (Xini)* - K.F. .. (2)
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Vsota kvadratov za ponovitve = ((((X12) + (X12) + - + (Xani))? + -

+ ((Xi1) + (Xi2) + == + (ka))z) / (st. obravnavanj)) - K.F. .. (3)

Vsota kvadratov za obravnavanja = ((((X11) + (Xo) + = + (Xi@))? + e

+ ((Xani) + Koni) + =+ + (Xini))?) / (5¢. ponovitev)) - K.F. . (4)

Napaka pri izracunu vsote kvadratov = skupna vsota kvadratov -

vsota kvadratov za ponovitve - vsota kvadratov za obravnavanja ..(5)
b. Izracun vsote kvadratov za krizance, starSevske komponente in krizance skupaj s

starSevskimi komponentami:

Za dolocitev statisticno znacilnih razlik med starSevskimi komponentami, krizanci in
starSevskimi komponentami skupaj s krizanci je potrebno iz prvotne preglednice izloditi

naslednje podatke in jih urediti v obliki preglednice 5 (Warghese in sod., 1976):

Preglednica 5:  Primer s §tirimi ponovitvami, $tirimi linijami in tremi testerji (Warghese in sod., 1976)

Linije Testerji
5 6 7
1 X1 X Xa1 Xy + Xp+ Xz
2 X1 X2 X3 Xpp + X+ Xz
3 X3 X3 X33 Xz + Xog+ X3
4 X Xas Xa4 Xig+ Xog+ Xz
5 X+ Xpp+ Xzt X+ X+ Xzt X+ Xgpp+ X3+

Xia X Xaa

Sledil je izracun vsote kvadratov za krizance, starSevske komponente, starSevske
komponente skupaj s krizanci in pripadajoce korekcijske faktorje. Ob upostevanju navedb

Warghese in sod. (1976) so enacbe za izracun vsote kvadratov naslednje:

Vsota kvadratov za krizance = ((X11)? + Xo1)? + -+ + (X34)2) |
(st. ponovitev)) - K.F. (krizanci)

Korekcijski faktor (krizanci) = (ZZ)Z / (St. krizancev X §t. ponovitev)

Vsota kvadratov za starSevske komponente (sledi iz preglednice 3) = ((X11)* +
(Xo1)? + woer + (Xiz)?) / (5t. ponovitev)) - K.F. (starSevske komponente)

Korekcijski faktor (starSevske komponente) = ((X11+ Xp1 + =+ + Xk7)2) /
(st. starSevskih komponent x st. ponovitev)

. (6)
(7

. (8)

. (9)
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Vsota kvadratov za starSevske komponente skupaj s krizanci =
vsota kvadratov za obravnavanja - vsota kvadratov za krizance -
vsota kvadratov za starsevske komponente .. (10)

C. Izracun vsote kvadratov za linije, testerje in linije skupaj s testerji

Pred dolocitvijo sploSne in specificne kombinacijske sposobnosti za posamezno starSevsko
komponento oziroma kombinacijo je potrebno z analizo variance potrditi, da obstajajo med
linijami, testerji in linijjami skupaj s testerji statisticno znacilne razlike. V ta namen je
potrebno ob upostevanju navedb Warghese-ja in sod. (1976) opraviti $e naslednje izracune:

Vsota kvadratov za linije = (X121 + Xo1 + Xa1)? + X1z + Xop + Xa2)? +
X1z + Xaz+ X33)2 + (X4 + Xog+ X34)2) / (St. ponovitev x st. testerjev)) -
K.F. (krizanci) .. (12)

Vsota kvadratov za testerje = (((X11 + X1z + X1z + X1a)? +
(Xa1 + Xoz + Xoz + Xoa)’ + (Xa1 + Xaz + Xz + Xaa)?) /
(st. ponovitev x st. linij)) - K.F. (krizanci) .. (12)

Vsota kvadratov za linije skupaj s testerji = vsota kvadratov za kriZance -
vsota kvadratov za linije - vsota kvadratov za testerje .. (13)

d. Dolocitev prostostnih stopenj in izra¢un F vrednosti

Po izra¢unu vsote kvadratov je za analizo variance potrebno dolociti $e Stevilo prostostnih
stopenj (Warghese in sod., 1976). Prostostne stopnje so naslednje:

Prostostna stopnja skupne vsote kvadratov = Prostostna stopnja za ponovitve +

prostostna stopnja za obravnavanja + prostostna stopnja za napako .. (14)
Prostostna stopnja za ponovitve = St. ponovitev - 1 ... (15)
Prostostna stopnja za obravnavanja = $t. obravnavanj - 1 ... (16)
Prostostna stopnja za krizance = St. krizancev - 1 .. (17)

Prostostna Stopnja za starsevske komponente = St. stars. komponent - 1 ... (18)
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Prostostna stopnja za starSevske komponente skupaj s kriZanci =
prostostna stopnja za obravnavanja - prostostna stopnja za krizance -

prostostna stopnja za starSevske komponente ... (19)
Prostostna stopnja za linije = St linij - 1 ... (20)
Prostostna stopnja za testerje = St. testerjev - 1 .. (21)

Prostostna stopnja za linije skupaj s testerji = Prostostna stopnja za linije x
prostostna stopnja za testerje .. (22)

Prostostna stopnja napake = Prostostna stopnja za ponovitve %
prostostna stopnja za obravnavanja .. (23)

Po izraCunani varianci se izraCuna F vrednost za vse parametre razen skupne vsote
kvadratov in napako. F vrednost predstavlja kolicnik med varianco za posamezen
parameter (npr. ponovitve, obravnavnavanja, krizanci...) in varianco za napako. Po
izraCunani F vrednosti lahko nic¢elno hipotezo, ki pravi, da so aritmeticne sredine
posameznih skupin oziroma parametrov enake, sprejmemo le, ¢e je izraCunana F vrednost
manjsa od tabelirane vrednosti F porazdelitve pri izbrani stopnji tveganja (Nemec, 2009).

2. Dolo¢itev splosne in specifiéne kombinacijske sposobnosti za testirane linijske
sorte in hibridne kombinacije

Ob upoStevanju danega primera (preglednica 4) sta bili sploSna in specificna
kombinacijska sposobnost za posamezno starSevsko komponento oziroma kombinacijo
izraCunani z naslednjimi enacbami (Warghese in sod., 1976):

Splosna kombinacijska sposobnost linije 1 = ((X11 + Xo1 + Xz1) / (St. testerjev %
§t. ponovitev) - (3.3 / (st. linij % $t. testerjev x §t. ponovitev) .. (24)

Splosna kombinacijska sposobnost testerja 1 = ((X11 + Xi2 + X3+ Xy4) /
(st. linij x $t. ponovitev)) - (32 / (st. linij x st. testerjev x
§t. ponovitev)) ... (25)

Specificna kombinacijska sposobnost za krizanec med linijo 1 in testerjem 5 =

(X117 st. ponovitev) - ((X11 + Xa1 + X31) / (St. testerjev X §t. ponovitev)) -

((X11 + Xg2+ Xgz+ Xia) / (5t linij x $t. ponovitev)) + (3.5, / (5t. linij x

St. testerjev % §t. ponovitev)) ... (26)
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3.2.4  Kvantitativna analiza heteroze v skupini heksaploidnih pSenic z genomsko
strukturo AABBDD

Poleg testiranja sploSne in specificne kombinacijske sposobnosti linijskih sort francoskih
Zlahtniteljskih hi$ in Poljoprivrednog instituta Osijek je bila preverjena tudi raven heteroze,
Ki jo je mozno doseci pri krizanju navadne pSenice z navadno pSenico in pri krizanju
navadne pSenice z njenimi sorodniki, ki imajo podobno genomsko strukturo.

Analiza heteroze, ki jo je mozno izKoristiti pri F; hibridih, ki temeljijo na krizanju navadne
psSenice z navadno psenico (T. aestivum x T. aestivum) je bila opravljena vzporedno z
analizo sploSne in specifiéne kombinacijske sposobnosti. Za hibridne kombinacije, ki so
temeljile na linijskih sortah francoskih Zlahtniteljskih his je bila za parametre pridelek zrnja
na posamezno rastlino, $tevilo zrn na rastlino, Stevilo klasov na rastlino in visino rastline
dolo¢ena povpreéna starSevska heteroza, heterobeltiozis, standardna heteroza in
aritmeti¢na sredina obeh starSevskih komponent. Pri testiranju splosne in specifi¢ne
kombinacijske sposobnosti dvanajstih linijskih sort Poljoprivrednog instituta Osijek so bile
vrednosti za povprecno starSevsko heterozo, heterobeltiozis, standardno heterozo in
aritmeticno sredino obeh starSevskih komponent doloCene za parametra pridelek zrnja na
enoto povrsine in absolutno maso zrnja. Pri tem je potrebno poudariti, da $tudija Stirinajstih
linijskih sort francoskih Zlahtniteljskih hi§ in dvanajstih linijskih sort Poljoprivrednog
instituta  Osijek vkljucuje tudi dva standardna kultivarja (cv. Garcia (vzdrZevalec
SECOBRA) in cv. Hystar F; (vzdrzevalec SAATEN-UNION Recherche s.a.s)). S pomocjo
standardnih kultivarjev je bilo mogoce oceniti perspektivnost razvoja hibridnih sort
navadne pSenice na obmocju Republike Slovenije in Republike Hrvaske.

Poleg krizanj T. aestivum x T. aestivum je bil v nasi $tudiji preverjen tudi vpliv
znotrajvrstnih krizanj med navadno pSenico in njenimi o0zjimi sorodniki na raven heteroze.
V ta namen so bila v sezoni 2010/11 opravljena znotrajvrstna krizanja med navadno
pSenico in njenimi sorodniki z genomsko strukturo AABBDD. Zaradi zahtevne
emaskulacije pri nekaterih sorodnikih navadne pSenice, kot je na primer Triticum macha
(zbito socvetje, lomljivo klasno vreteno) je bila navadna pSenica vedno uporabljena kot
materina komponenta oziroma kot akceptor cvetnega prahu. Od prvotnih 43 F;
znotrajvrstnih krizancev (krizanci: T. aestivum subsp. vulgare x T. aestivum subsp. spelta,
T. aestivum subsp. vulgare x T. aestivum subsp. compactum, T. aestivum subsp. vulgare x
T. aestivum subsp. sphaerococcum, T. aestivum subsp. vulgare x T. aestivum subsp.
petropavlovskyi, T. aestivum subsp. vulgare x T. aestivum subsp. macha, T. aestivum
subsp. vulgare x Triticum aestivum subsp. vavilovii, T. aestivum subsp. vulgare x T.
aestivum subsp. petropavlovskyi) jih je bilo zaradi hibridne nekroze pri krizanju T.
aestivum subsp. vulgare x T. aestivum subps. petropavlovskyi v statisticno analizo
vkljucenih le 39. Vse starSevske komponente in njihovi znotrajvrstni F; krizanci so zbrani
v preglednicah 6 in 7. Znotrajvrstni F; krizanci so bili skupaj s star§evskimi komponentami
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testirani v poskusu po metodi slucajnega bloka s tremi ponovitvami na Selekcijsko-
poskusnem centru Ptuj (sezona 2011/12). VV posamezni ponovitvi so bili za tri naklju¢no
izbrane rastline zbrani podatki o Stevilu klasov na rastlino, visini rastline in skupnem
pridelku zrnja na rastlino.

Preglednica 6:  Sorodniki navadne pSenice, ki so bili vklju¢eni v znotrajvrstna krizanja

Table 6: Relatives of common wheat which are involved in the intra-specific crosses
Ime akcesije in Stevilka Podvrsta Izvor
Epeautre Nain (01C0106129) Triticum spelta PPRC
Schwabenspelz (01C0106267) Triticum spelta PPRC
Steiners tiroler dinkel (01C0100730) Triticum spelta PPRC
Ostar (01C0106321) Triticum spelta PPRC
Zeiners weisser dinkel (01C0100744) Triticum spelta PPRC
Rouquin (01C0104432) Triticum spelta PPRC
Desyanthum-Tabor (01C0106105) Triticum spelta PPRC
Blauer kolbendinkel (01C0100922 Triticum spelta PPRC
Tmava (01C0100921) Triticum spelta PPRC
Gentile-Tabor (01C0106107) Triticum spelta PPRC
Redoute (01C0105692) Triticum spelta PPRC
Baettig-Niederwill (01C0105446) Triticum spelta PPRC
Harrisson barbee (01C0200657) Triticum compactum PPRC
Tiroler frueher binkel (01C0201147) Triticum compactum PPRC
Blauroter binkel (01C0105447) Triticum compactum PPRC
Little club (01C0201011) Triticum compactum PPRC
Shloucena (01C0200978) Triticum compactum PPRC
T. sphaerococcum (01C0201227) Triticum sphaerococcum PPRC
Ruzyne (01C0200979) Triticum sphaerococcum PPRC
Kolandi (01C0201097) Triticum sphaerococcum PPRC
Triticum petropaviov. (01C0204140) Triticum petropavlovskyi PPRC
T. macha (01C0101087) Triticum macha PPRC
T. macha (01C0105518) Triticum macha PPRC
T. vavilovii (01C0105083) Triticum vavilovii PPRC

PPRC — Plant Production Research Center, Bratislavska cesta 122, 921 68 Piestany, Slovakia
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Preglednica 7:  Seznam znotrajvrstnih F; krizancev
Table 7: The list of intra-specific F, hybrids

Znotrajvrstni F; krizanci

Ct 19 x KM 93-2000, C1 19 x Epeautre Nain, Ct 19 x Schwabenspelz, Ct 6 x Steiners tiroler dinkel, Ct 6 x
Epeautre Nain, Cy 6 x Ostar, Ct 6 x Zeiners weisser dinkel, C1 16 x Rouquin, Ct 16 x Desyanthum-Tabor,
C+ 16 x Blauer kolbendinkel, Ct 15 x Tmava, Ct 15 x Gentile-tabor, C1 15 x Redoute, C+ 15 x Rouquin, Ct 3
x Baettig-Niederwill, C+ 3 x Ostar, Cy 19 x Harrisson barbee, Ct 19 x Tiroler frueher binkel, C+ 1 x
Blauroter binkel, C; 1 x Little club, Ct 1 x Harrisson barbee, C 6 x Tiroler frueher binkel, Ct 6 x Blauroter
binkel, C; 16 x Shloucena, Ct 15 x Blauroter binkel, Cy 15 x Harrisson barbee, Ct 3 x Tiroler frueher binkel,
C119 x T. sphaerococcum (acc. num. (01C0201227), C+19 x Ruzyne, C; 6 x T. sphaerococcum (acc. num.
(01C0201227), Ct 6 x Ruzyne, Ct 3 x Kolandi, Ct 3 x Ruzyne, Cy 1 x T. macha (acc. num. 01C0101087),
Ct 16 x T. macha (acc. num. 01C0101087), C+ 15 x T. macha (acc. num. 01C0101087), C; 15 x T. macha
(acc. num. 01C0105518), C+ 1 x T. vavilovii, Cy 6 x T. vavilovii, Cy 19 x Triticum petropavlovskyi, C; 1 x
Triticum petropavlovskyi, Ct 16 x Triticum petropavlovskyi, Cy 3 x Triticum petropavlovskyi

Ucinek heteroze je bil za posamezni parameter izracunan s splo$no uveljavljenimi
enacbami za ra¢unanje u¢inka heteroze (Borojevi¢, 1992).

MPH (povprecna starsevska heteroza) = F1 [ (MP / 100) - 100 .. (27)
BPH (heterobeltiozis) = F, / (BP / 100) - 100 ... (28)
SH (standardna heteroza) = F;/(S/100) - 100 ... (29)

MPH — heteroza glede na povprecje obeh starSev,
BPH — heteroza glede na produktivnejSega starsa,
SH — heteroza glede na standarden kultivar,

MP — upostevana je vrednost za povprecje obeh starSevskih komponent,
BP — upostevana je vrednost za produktivnejSo starSevsko komponento,
S — upostevana je vrednost za standardni kultivar.

Na osnovi izvedenih krizanj predlozena doktorska disertacija posega tudi na podrocje
komercialnega izkori$¢anja heteroze pri navadni pSenici in s tem predstavlja pomemben
prispevek k sodobnemu Zlahtnjenju navadne pSenice v Sir$i regiji.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 VPLIV DERIVATOV OKSANILNE KISLINE NA INDUKCIJO MOSKE
STERILNOSTI PRI NAVADNI PSENICI

4.1.1  Sinteza derivatov oksanilne kisline in njihova modifikacija v vodotopno
stanje ter priprava skropilne suspenzije za aplikacijo na polju

Osnovo nase Studije predstavljajo trije estri oksanilne kisline (etil 4-bromooksanilat, etil 4-
cianooksanilat, etil 4-fluorooksanilat), ki so bili modificirani v vodotopno stanje v obliki
Kislin in soli (slika 9). Navedene etil estre smo prvotno poskusali sintetizirati po klasiénem
postopku z dodatkom odgovarjajoCega substituiranega anilina (4-bromoanilin, 4-
cianoanilin, 4-fluoroanilin) in dietiloksalata v vrelo teko¢ino toluena. Rezultat sinteze so
bili vsi trije ciljni etil estri s primesmi diestrov kot posledica nadaljne esterifikacije. V
reakciji nastali diestri so slabo topni in jih je mozno odstraniti le z zahtevnim postopkom
kristalizacije, ki pa bistveno ne vpliva na izbolj$anje izplena ciljnega produkta — etil estra.
Zaradi nastajanja diestrov, ki so nezazeljeni stranski produkt, je bila prvotna reakcija se
enkrat izvedena z dodatkom borove kisline kot katalizatorja pri reducirani reakcijski
temperaturi in skrajSanem reakcijskem casu. Modifikacija prvotne reakcije je privedla do
tezav z ravnotezjem med konverzijo reaktantov in selektivnostjo reakcije. V nasem
prizadevanju pridobiti Cisti produkt brez primesi diestrov smo presli na reakcijo, ki je
vodena v pogojih brez uporabe organskih topil. Na ta nacin je bila izvedena sinteza prvega
ciljnega estra (etil 4-bromooksanilat), tako da je bilo pri 100 °C k 4-bromoanilinu dodanih
pet ekvivalentov dietiloksalata. Precipitat (oborina) etil 4-bromooksanilata se je zacel
tvoriti po dvanajstih urah, ko smo zaceli pod zniZanim pritiskom odstranjevati presezek 4-
bromoanilina. Suspenzija je bila nato ohlajena na sobno temperaturo in trden produkt je bil
odfiltriran. Po izpiranju trdnega produkta s heksanom in su$enju je bil pridobljen Cisti etil
4-bromooksanilat, ki ni zahteval nadaljne purifikacije. Pri nadaljnem delu je bila
optimizirana selektivnost reakcije, tako da je bil izplen ciljnega produkta maksimiziran. Po
enakem postopku, vendar z dodatkom 4-fluoroanilina, je bila izvedena tudi sinteza etil 4-
fluorooksanilata. Zaradi neaktivnosti 4-cianoanilina je bil pri sintezi etil 4-cianooksanilata
potreben dodatek monoestra oksalil klorida. Poleg tega je bilo pri sintezi etil 4-
cianooksanilata selektivnost reakcije mozno zagotoviti le z dodatkom organskega topila —
EtOAC (etil acetat).

Po koncani sintezi izbranih etilnih estrov je sledila njihova modifikacija v vodotopno stanje
v obliki Kislin in soli. Modifikacija netopnih etilnih estrov v vodotopno stanje ima
predvsem dva pozitivna vpliva:
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- zmanjSanje uporabe okolju $kodljivih organskih topil pri sintezi in aplikaciji na
polju,

- izboljSanje topnosti v vodi omogoca aplikacijo aktivne snovi Vv visokih
koncentracijah, kar zvisa u¢inkovitost v poljskih razmerah.

Modifikacija etilnih estrov v vodotopno stanje v obliki kislin je bila dosezena s hidrolizo z
10 % raztopino NaOH pri 0 °C. Predhodno so bili etilni estri zmleti v prah in navlazeni z
manjso koli¢ino MeCN (acetonitril). Po koncani selektivni reakciji v okolju brez uporabe
organskih topil, nevtralizaciji in filtraciji so bile izolirane Ciste kisline (4-bromooksanilna
kislina, 4-cianooksanilna kislina, 4-fluorooksanilna kislina).

Sinteza soli oksanilne kisline, drugo obliko vodotopnega stanja derivatov oksanilne Kisline,
ki je bila vklju¢ena v naso raziskavo, je temeljila na povezavi med tetrametilamonijevim
kationom in oksalatnim anionom. To pomeni, da so bile tetrametilamonijeve soli oksanilne
kisline pripravljene z nevtralizacijsko reakcijo med odgovarjajoco kislino in
tetrametilamonijevim  hidroksidom kot bazo (npr. 4-bromooksanilna kislina +
tetrametilamonijev hidroksid — tetrametilamonijev 4-bromooksanilat).

Po koncani sintezi sta bila delez nezazeljenih stranskih produktov in molekularna struktura
vseh sintetiziranih aktivnih snovi (etilni estri, kisline, soli) preverjena z uporabo nuklearne
magnetne resonance in masne spektrometrije.

NH,
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Slika 9: Sinteza derivatov oksanilne kisline
Figure 9: Synthesis of derivatives of oxanilic acid
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Pred aplikacijo na polju so bile vse testirane aktivne snovi pripravljene v obliki 0,1 %
emulzije. Pri pripravi stabilne emulzije iz estrov uporaba emulgatorja ni dala zadovoljivih
rezultatov, ker se je ester Zze Cez nekaj Casa v obliki usedline nabral na dnu posode. Na
koncu se je kot najboljsa resitev izkazala priprava raztopine estra v zmesi dimetilsulfoksida
(DMSO) kot organskega topila in UD-50 kot neionskega surfaktanta. Zaradi nestabilnosti
je bilo potrebno emulzije z estri pripraviti tik pred aplikacijo oziroma jo hraniti na -5 °C, ¢e
je bila pripravljena ve¢ kot en dan pred aplikacijo. V' primeru kislin se je emulzija tvorila
ze z dodatkom neionskega surfaktanta Spartan (alkilamin etoksilat propoksilat). 4-
fluorooksanilna kislina je bila v vodi topna celo brez dodatka neionskega surfaktanta
vendar je bil naveden pripravek zaradi primerljivosti rezultatov vseeno dodan. Pri
aplikaciji na polju se je kot negativna lastnost izkazala visoka viskoznost pripravka
Spartan, ki je zelo otezila pripravo emulzije. Tetrametilamonijeve soli so bile v vodi
neposredno topne brez dodatka emulgatorja oziroma neionskega surfaktanta. Zaradi
neposredne topnosti v vodi so se tetrametilamonijeve soli uporabljale kot koncentrati
(raztopine z destilirano vodo), iz katerih se je emulzijo pripravilo tik pred aplikacijo na
polju.

4.1.2  Uclinkovitost sintetiziranih derivatov oksanilne kisline v primerjavi s
komercialnim sredstvom za kemi¢no hibridizacijo CROISOR® 100

Rezultati preizkuSanja devetih derivatov oksanilne kisline v primerjavi s komercialnim
sredstvom za kemi¢no hibridizacijo CROISOR® 100 so pokazali, da se Skropilne
suspenzije oziroma emulzije pripravljene na osnovi derivatov oksanilne kisline (etil estri,
kisline in soli) med sabo statisticno znacilno razlikujejo (preglednica 8). V predhodni
Studiji Chakrabortyja in Devakumarja (2006a) se je izkazalo, da etilni estri oksanilne
kisline ali oksanilati v fenofazi, ko je pri navadni pSenici socvetje na glavnem poganjku
dolgo od 6 do 9 mm inducirajo visok odstotek moske sterilnosti (> 98 %). V navedeni
Studiji je po svoji ucinkovitosti izstopal etil 4-fluorooksanilat, ki je presegel 98 % moske
sterilnosti, sledila sta mu etil 4-bromooksanilat in etil 4-cianooksanilat. Navedeni etilni
estri so bili zajeti tudi v nasi Studiji in glede na induciran odstotek moske sterilnosti pri
navadni pSenici (cv. Guarni, vzdrzevalec Florimond Desprez) so se razvrstili v enakem
vrstnem redu (F > Br > CN). Pomembna razlika v primerjavi s predhodno $tudijo je bila, da
so izbrani etilni estri dosegli najvisjo ucinkovitost, ko je bilo socvetje na glavnem poganjku
daljSe od 9 mm.

Razmerje F > Br > CN se je pri preizkusanju emulzij pripravljenih na osnovi kislinskih
analogov izbranih etilnih estrov (4-bromooksanilna kislina, 4-cianooksanilna kislina, 4-
fluorooksanilna kislina) spremenilo. Modifikacija etil 4-bromooksanilata v njegov kislinski
analog (4-bromooksanilna kislina) je rezultirala z oblikovanjem emulzije, ki je v poljskem

ey e

preizkuSanimi Skropilnimi suspenzijami.
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Skropilne suspenzije pripravljene na osnovi tetrametilamonijevih soli so v nasi $tudiji
dosegle statisticno znacilno najnizjo ucinkovitost (preglednica 8). Neposreden vpliv
modifikacije izbranih etilnih estrov v vodotopno stanje v obliki kislin in soli statisti¢éno ni
mozno ovrednotiti, ker so med navedenimi skupinami (estri, kisline, soli) bili za pripravo
Skropilnih emulzij izbrani razlicni neionski surfaktanti oziroma postopki za njihovo
pripravo.

Na ucinkovitost sredstva za kemic¢no hibridizacijo vplivajo vremenski pogoji med
aplikacijo aktivne snovi in fiziolosko stanje tretiranih rastlin (Wong in sod., 1995).
Vremenski pogoji v Casu aplikacije derivatov oksanilne kisline in standardnega sredstva za
kemic¢no hibridizacijo so se razlikovali med sezonami in lokacijami. V sezoni 2009/10 je
temperatura zraka med prvim in tretjim tretiranjem znasala od 10,2 °C do 21,1 °C, v sezoni
2010/11 pa od 9,6 °C do 13,8 °C. V obeh sezonah je minimalna relativna zra¢na vlaga
presegla 50 % pri ¢emer so bile visje vrednosti dosezene v sezoni 2010/11 (2009/10 — 58
%, 2010/11 — 88,6 %). Matri¢ni potencial vode v tleh, parameter, ki neposredno vpliva na
fiziolosko stanje tretiranih rastlin je v sezoni 2009/10 v obdobju aplikacije testiranih
aktivnih snovi znasal med 62 in 71 kPa (1,79-1,85 pF), v naslednji sezoni pa med 23 in 30
kPa (1,36-1,47 pF). Vsi opazovani parametri imajo neposreden vpliv na absorbcijo aktivne
snovi in njeno translokacijo do mesta delovanja (floralni apeks). Studija Bucholtza (1988),
ki je temeljila na sredstvu za kemi¢no hibridizacijo HYBREX® (1-(p-klorofenil)-1,4-
dihidro-6-metil-4-oksopiridazin-3-karboksilat) je pokazala, da ima najve¢ji vpliv na
absorbcijo in translokacijo aktivne snovi do floralnega apeksa navadne pSenice temperatura
zraka. Z zniZzanjem zra¢ne temperature iz 24 °C na 4 °C se je v odvisnosti od surfaktanta in
relativne zrac¢ne vlage absorbcija aktivne snovi znizala tudi za ve¢ kot 300 %. V nasi Studiji
se je tudi izkazalo, da ima med vsemi opazovanimi parametri na indukcijo moske
sterilnosti pri navadni p$enici najvecji vpliv temperatura zraka. Kljub vi§jemu matri¢nemu
potencialu vode v tleh in vi§ji relativni zra¢ni vlagi v sezoni 2010/11 je bil v sezoni
2009/10 namre¢ doseZen statisticno znacilno visji odstotek moske sterilnosti (preglednica
8).

Odlocilen vpliv na absorbcijo aktivne snovi ima tudi potencialna absorbcijska povrSina, ki
predstavlja povrSino listnih reZ na adaksialni in abaksialni listni strani (Herbicide ..., 2012).
Skupna povrSina listnih rez je odvisna od koncentracije atmosferskega CO, (Driscoll in
sod., 2005). V primeru, da upostevamo Se pozitivno povezavo med indeksom listne
povrsine (LAI) in dodano koli¢ino vode pridemo do zakljucka, da vpliva na absorbcijo in
translokacijo aktivne snovi do mesta delovanja (floralni apex) tudi fiziolosko stanje rastline
pred tretiranjem (Lein, 2012). Pri preizkusanju uc¢inkovitosti devetih derivatov oksanilne
kisline in komercialnega sredstva za kemicno hibridizacijo je bila potencialna absorbcijska
povrsina tretiranih rastlin ocenjena na osnovi koli¢ine padavin od datuma, ko je povpre¢na
dnevna temperatura presegla 5 °C do 1. tretiranja, indeksa listne povrSine in matricnega
potenciala vode v tleh.
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Vecja koli¢ina padavin v obdobju, ko je povpre¢na dnevna temperatura presegla 5 °C do 1.
tretiranja je bila v obeh letih dosezena v osrednji regiji (osrednja regija 2010: 97,6 mm;
severovzhodna regija 2010: 70,5 mm; osrednja regija 2011: 110,5 mm; severovzhodna
regija 2011: 52 mm). Kljub visji koli¢ini padavin v osrednji regiji je bil matri¢ni potencial
vode v tleh v primerjavi s severovzhodno regijo tu vedno nizji zaradi lahkih tal
(severovzhodna regija — rjava tla; osrednja regija — rjava, plitva, prodnata tla). Podobno kot
matri¢ni potencial vode v tleh so bile tudi vrednosti za indeks listne povrSine vedno visje v
severovzhodni regiji (severovzhodna regija: 1. tretiranje — LAl 2,55, 3. tretiranje — LAl
2,80; osrednja regija: 1. tretiranje — LAI 2,10, 3. tretiranje — LAI 2,55). Na osnovi vi§jega
matriCnega potenciala vode v tleh in vi§jih vrednosti indeksa listne povrSine v
severovzhodni regiji ocenjujemo, da je v navedeni regiji obstajal v casu aplikacije
testiranih aktivnih snovi vi$ji absorbcijski potencial za aktivho snov v primerjavi z
osrednjo regijo. Preglednica 8 potrjuje pozitivni vpliv visjega absorbcijska potenciala na
uc¢inek aktivne snovi, ker je bil visji odstotek moske sterilnosti dosezen v severovzhodni
regiji.
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Preglednica 8:  Vpliv derivatov oksanilne Kisline in standardnega sredstva za kemi¢no hibridizacijo na

mosko sterilnost, viSino rastline in Stevilo klaskov

Table 8: The impact of derivatives of oxanilic acid and standard CHA on the male sterility, plant
height and spikelet number
Mogka sterilnost [%]  Visina rastline [cm]  Stevilo klaskov [n]
Sezona (S) ** ** foled
Lokacija (L) ** ** foled
Aktivna snov (AS) ** ** foled
Fenofaza (F) ok ok ok
Poraba aktivne snovi (D) ** ** bolad

ok

LxAS™, LxF",
ASxF”,ASxD",

SxL™ SxAST, L SxL™ LxAS™ L
xAST,LxF",Lx xF ,LxD", AS
D",ASxF",ASx xF ,ASxD " ,Fx FxD" LxASx
D”,FxD", Lx D", LxASxF, F ,LxASxD",
ASXF"LxASx LxASxD”",LxF LxFxD",ASxF

Statisti¢no znacilne interakcije

D", LxFxD", x D™, AS x F x xD”,LxAS x F x
ASxFxD™ L x D™, L xASxF x D~
ASxFx D™ D"
Sezona
2009/10 64,53 + 0,3290° 64,45 £0,1147° 17,64 + 0,0298°
2010/11 56,92 +0,3290" 59,95 +0,1147" 16,64 + 0,0298°
Lokacija
Severovzhodnaregija 66,07 + 0,3290° 61,18 +0,1147° 16,38 + 0,0298"

Osrednja regija
Aktivna snov
etil 4-bromooksanilat
etil 4-cianooksanilat
etil 4-fluorooksanilat
4-bromooksanilna kislina
4-cianooksanilna kislina
4-fluorooksanilna kislina
tetrametilamonijev 4-bromooksanilat
tetrametilamonijev 4-cianooksanilat
tetrametilamonijev 4-fluorooksanilat
CROISOR® 100
Fenofaza
F1
F2
F3
Poraba aktivne snovi
D1
D2
D3
D4
D5

55,38 £ 0,3290"

71,71 £ 0,7358¢
42,00 % 0,7358™
75,00 + 0,7358°
80,58 + 0,7358"
46,67 + 0,7358°
69,96 + 0,7358°
4331 +0,7358"
40,45 +0,7358°
41,11 +0,7358°
96,46 + 0,7358%

55,42 +0,4030°
60,84 + 0,4030°
65,91 + 0,4030%

55,27 +0,5203°
58,46 +0,5203°
61,39 +0,5203°
63,39 £ 0,5203"
65,12 +0,5203%

63,22 +0,1147°

60,12 + 0,2565°
66,25 £ 0,2565"
61,69 + 0,2565°
57,63 +0,2565°
68,36 + 0,2565°
62,48 £ 0,2565°
64,27 + 0,2565°
68,78 + 0,2565°%
68,08 + 0,2565°
4433 +£0,2565"

63,38 +0,1405°
62,07 £ 0,1405"
61,15 +0,1405°

66,09 = 0,1814°
63,10+0,1814°
61,67 +0,1814°
60,81 £0,1814°
59,33 £0,1814°

17,91 £ 0,0298°

17,80 + 0,0666%
17,76 + 0,0666%
17,78 + 0,0666%
16,79 + 0,0666"
17,32 + 0,0666°
17,02 + 0,0666°
16,82 + 0,0666™
17,02 + 0,0666°
17,68 + 0,0666%
15,45 + 0,0666°

17,25 + 0,0365%
17,05 + 0,0365°
17,13 £ 0,0365®

17,35 + 0,0471°
17,29 +0,0471%
17,13 £ 0,0471°
17,18 +0,0471™
16,77 = 0,0471°

™ i statisti¢no zna¢ilnih razlik pri p > 0,05, ~ statisti¢na zna&ilnost definirana pri p < 0,05 in "~ pri p<0,01

+ standardna napaka

®Caritmeticne sredine oznadene z enakimi &rkami se statistiéno znagilno ne razlikujejo pri 95 % stopnji
zaupanja (Duncan-ov test)

V generaciji sredstev za kemic¢no hibridizacijo, ki inhibirajo mikrosporogenezo je visoko
komercialno vrednost dosegla aktivna snov sintofen v uporabi kot pripravek CROISOR®
100 (Chakraborty in Devakumar, 2006a). Za delovanje substituiranih kinolinov je
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znacilno, da imajo pelodna zrna tretiranih rastlin nagubano povrSino in degenerirano
citoplazmo (Wong in sod., 1995). Podobno morfologijo imajo tudi pelodna zrna tretiranih
rastlin z etiloksanilati (slika 10). Zaradi Siroke uporabe sredstva CROISOR® 100 pri
pridelavi hibridnega semena navadne pSenice, je bilo navedeno sredstvo vklju¢eno tudi v
naso Studijo. Poleg tega aktivha snov sintofen in testirani derivati oksanilne Kkisline
inducirajo mosko sterilnost na podoben nacin (inhibicija mikrosporogeneze), kar omogoca
neposredno primerjavo med vsemi testiranimi aktivnimi snovmi.

Pri preizkuSanju devetih derivatov oksanilne kisline in standardnega sredstva za kemicno
hibridizacijo se je izkazalo, da sredstvo CROISOR® 100 v primerjavi z ostalimi aktivnimi
snovmi izraza izrazito fitotoksi¢nost. Ze pri priporo¢eni fenofazi za aplikacijo navedenega
sredstva, ko znasa dolzina klasa na glavnem poganjku 14—18 mm, priporoceni porabi
aktivne snovi 1400 g ha™ in ob upostevanju priporo¢enih pogojev za aplikacijo (minimalna
temperatura zraka 10 °C, minimalna relativna zracna vlaga 50 %) je redukcija viSine
tretiranih rastlin v primerjavi s kontrolo znasala ve¢ kot 30 %. Pri kemi¢ni hibridizaciji
vetrocvetnih hermafroditnih rastlinskih vrst, kot je to na primer navadna pSenica je
redukcija viSine materine komponente sicer zazeljena, ker omogoca boljSo oprasitev
sredine pasov pri pridelavi hibridnega semena, vendar je pa hkrati povezana z negativnim
vplivom na Zensko fertilnost tretiranih rastlin (Wong in sod., 1995).

(A) (B) ©

Slika 10: Pelodna zrna navadne psenice (Triticum aestivum) obarvana z acetokarminom (1 %
raztopina) pri 100 kratni povecavi: (A) fertilna pelodna zrna z normalno razvito citoplazmo
netretiranih rastlin (kontrola); (B) sterilna pelodna zrna rastlin, ki so bila tretirana z 4-
bromooksanilno kislino; (C) sterilna pelodna zrna rastlin, ki so bila tretirana s
komercialnim sredstvom za kemi¢no hibridizacijo — CROISOR® 100

Figure 10: Pollen grains of common wheat (Triticum aestivum) due to treatment with acetocarmine
staining solution (1 %) at the 100 fold magnification: (A) fertille pollen grains with fully
developed cytoplasm of untreated plants (control); (B) sterile pollen grains of plants treated
with 4-bromooxanilic acid; (C) sterile pollen grains of plants treated with chemical
hybridizing agent — CROISOR® 100

Iz slike 11 je razvidno, da se pri tretji porabi aktivne snovi (2100 g ha™) in v tretji fenofazi,
ko je dolzina klasa na glavnem poganjku znasala 15 mm, u¢inkovitost 4-bromooksanilne
Kisline in komercialnega sredstva za kemi¢no hibridizacijo v smislu indukcije moske
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navadne pSenice (Triticum aestivum L.) in izkori§¢anje heteroze v skupini heksaploidnih pSenic.

sterilnosti pri navadni pSenici statisticno znacilno ne razlikuje. Iz rezultatov je tudi
razvidno, da u€inkovitost 4-bromooksanilne kisline v smislu indukcije moske sterilnosti pri
navadni pSenici z daljSanjem klasa na glavnem poganjku naras¢a hitreje v primerjavi s
standardom. Kljub temu, da je aktivna snov sintofen dosegla visok odstotek moske
sterilnosti (> 98 %) ze pri prvem tretiranju, lahko na osnovi vpliva interakcije lokacija x
aktivna snov x fenofaza x doza na mosko sterilnost in visino rastline (Slika 11 in slika 12)
trdimo, da je 4-bromooksanilna kislina dosegla ugodnej$e razmerje med u¢inkovitostjo in
fitotoksi¢nostjo kakor sredstvo CROISOR® 100.
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Slika 12: Vpliv interakcije lokacija x aktivna snov x fenofaza x poraba aktivne snovi na visino
rastline
Figure 12: The impact of interaction location x active substance x phenophase x dose on the plant
height

Analiza rezultatov kaze tudi, da obstaja med odstotkom moske sterilnosti in visino rastline
negativna korelacija (ry, = -0,61), kar pomeni, da se z visanjem odstotka moske sterilnosti
znizuje visina rastline. "Mote¢" vpliv na navedeno korelacijo je imela konstantna
koncentracija delovne suspenzije 0z. emulzije (0,1 %), zaradi Cesar je pri najvi§jih porabah
aktivne snovi prihajalo do ucinka izpiranja.
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4.1.3  Selektivnost in fitotoksi¢nost 4-bromooksanilne kisline v primerjavi s
komercialnim sredstvom za kemi¢no hibridizacijo CROISOR® 100

Preizkusanje 4-bromooksanilne kisline, derivata oksanilne kisline, ki je v sezoni 2009/10
za kemiéno hibridizacijo CROISOR® 100 na Sestih razli¢nih genotipih je pokazalo, da
substituiran kinolin sintofen dosega nizko selektivnost v smislu indukcije moske sterilnosti
pri navadni pSenici. V primerjavi s 4-bromooksanilno kislino je aktivna snov sintofen pri
Sestih razlicnih genotipih dosegla statisticno znalilno visji odstotek moske sterilnosti
vendar je iz preglednice 9 hkrati razviden izrazit negativen vpliv na vi$ino tretiranih rastlin
in Stevilo klaskov. Ob upostevanju, da je bil pri obeh aktivnih snoveh uporabljen enak
neionski surfaktant (Spartan) in da se pri pridelavi hibridnega semena navadne pSenice
uporablja visja koncentracija pripravka CROISOR® 100 od 0,1 % (priblizno 0,44 %) lahko
predvidevamo, da aktivna snov sintofen pod obicajnimi pogoji uporabe dosega Se nizjo
selektivnost kot pri izvedenem poljskem poskusu.

Preglednica 9:  Selektivnost 4-bromooksanilne kisline in komercialnega sredstva za kemi¢no hibridizacijo

Table 9: Selectivity of 4-bromooxanilic acid and commercial chemical hybridizing agent

Moska sterilnost [%)] Visina rastline [cm] Stevilo klaskov [n]
Aktivna snov (AS) faled ** faled
Fenofaza (F) ek ok ok
Genotip (G) *x ** fale

ASxF ,FxG",
ASxFxG™

ASxF" ASx G, ASxF" ASxG",

Statisti¢no znacilne interakcije o o wox
) FxG™,ASxFxG™ FxG

Aktivna snov

4-bromooksanilna kislina
Standard
Fenofaza
F1
F2
Genotip
Ficko - C;+ 35
Guarni - C+3
Sana - C11
Inoui - C; 6
Marija - Cy 37
Bologna - C+ 16

80,53 +0,4274"
88,99 + 0,4274°

79,54 + 0,4274°
89,98 + 0,4274°

62,15 + 0,7404°
9430 + 0,7404°
88,20 + 0,7404°
89,10 + 0,7404°
90,58 + 0,7404°
84,23 £ 0,7404°

77,98 + 0,2167°
69,75 +0,2167°

75,34+ 0,2167°
72,39 +£0,2167°

72,65 + 0,3753¢
69,35 + 0,3753¢
77,60 + 0,3753°
69,30 + 0,3753°
80,08 + 0,3753%
74,23 £ 0,3753°

17,05 £ 0,0929°
15,18 £ 0,0929°

16,28 + 0,0929°
15,94 + 0,0929°

15,55 +0,1608°
15,70 + 0,1608°
17,05 + 0,1608°
15,75 + 0,1608"
17,05 + 0,1608°
15,58 + 0,1608"

™ ni statisti¢no zna&ilnih razlik pri p > 0,05, " statisti¢na znacilnost definirana prip <0,05in ” prip <0,01

+ standardna napaka
abc

zaupanja (Duncan-ov test)

Razvoj sodobnih sredstev za kemic¢no hibridizacijo se nadaljuje predvsem v smeri
doseganja selektivnejSega delovanja, ki v povezavi z odpornostjo na herbicid (npr.

aritmeti¢ne sredine oznacene z enakimi ¢rkami se statisticno znacilno ne razlikujejo pri 95 % stopnji
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fosfinometil-glicin, imidazolinoni, sulfonilse¢nine) pri pridelavi hibridnega semena
omogoca setev obeh starSevskih komponent v obliki zmesi (Angus, 2012). Podatki iz slik
13 in 14 potrjujejo, da je delovanje 4-bromooksanilne Kisline selektivnejSe od sredstva
CROISOR® 100. Selektivno delovanje 4-bromooksanilne kisline pomeni, da se za razliko
od aktivne snovi sintofen uc¢inkovitost v smislu indukcije moske sterilnosti stopnjuje z
dalj$sanjem socvetja na glavnem poganjku. Aktivna snov sintofen je namre¢ inducirala
visok odstotek moske sterilnosti Ze, ko je znasala dolzina socvetja na glavnem poganjku 5—
10 mm. Hkrati je bilo delovanje sintofena izrazito fitotoksi¢no kar je razvidno iz viSine
tretiranih rastlin, ki je statisticno znacilno nizja v primerjavi S 4-bromooksanilno kislino
(preglednica 9). V primerjavi s kontrolo, je najvisja redukcija viSine tretiranih rastlin ob
uporabi aktivne snovi sintofen znasala 21,4 % (cv. Guarni), ob uporabi 4-bromooksanilne

Kisline pa 8,9 % (cv. Guarni).

Indukcija visokega odstotka moske sterilnosti v zgodnji fazi organogeneze in izrazito
fitotoksi¢no delovanje onemogocata setev obeh starSevskih komponent v obliki zmesi
(Titan in sod., 2012). Pri setvi v obliki zmesi je potrebno namre¢ upostevati, da mora
oprasevalec oz. ocetovska komponenta zamujati v razvoju v primerjavi z materino
komponento (sinhronizacija cvetenja). Cvetovi materine komponente se namre¢ odprejo
0z. kulminirajo (predpleva in krovna pleva se odpreta pod kotom > 20-30°) zaradi
delovanja sredstva za kemic¢no hibridizacijo nekoliko pozneje kot obic¢ajno. V primeru, da
sredstvo za kemi¢no hibridizacijo zaéne u€inkovito delovati Ze v zgodnjih fenofazah pa to
pomeni, da je visok odstotek moske sterilnosti doseZen tudi pri oprasevalcu, ki posledicno

vec ne tvori zadovoljive koli¢ine cvetnega prahu.

CROISOR 100 - Moska sterilnost [%0] 4-bromooksanilna kislina - Moska sterilnost [%]
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Slika 13: Vpliv interakcije aktivna snov X fenofaza x genotip na indukcijo moske sterilnosti

Figure 13:
male sterility
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CROISOR 100 - Visina rastline 4-bromooksanilna kislina - ViSina rastline

Ficko Ficko
[em] 90 [em] 90

80 80

Bologna Guarni Bologna 70 Guarni

Marija © ’Sana Marija Sana

Inoui Inoui
—+F]1 —F2 —Kontrola —+—F1 —eF2 —ZKontrola
Slika 14: Vpliv interakcije aktivna snov x fenofaza x genotip na visino rastline
Figure 14: The impact of interaction active substance x phenophase x genotype on the plant height

Etil oksanilati, ki so poznani po gametocidnem delovanju (inhibitorji mikrosporogeneze)
so bili modificirani v vodotopno stanje v obliki kislin in soli. Modifikacija etil 4-
bromooksanilata v 4-bromooksanilno kislino je rezultirala z oblikovanjem aktivne snovi s
podobno ucinkovitostjo kot komercialno sredstvo za kemi¢no hibridizacijo, vendar z
bistveno nizjim negativnim stranskim delovanjem (fitotoksi¢nost). Poleg tega se je na
Sestih razli¢nih genotipih izkazalo, da je delovanje 4-bromooksanilne kisline selektivnejse
od delovanja komercialnega sredstva za kemic¢no hibridizacijo. Na osnovi nasih rezultatov
predpostavljamo, da kemicna indukcija moSke sterilnosti v primerjavi z genetsko in
transgeno indukcijo moske sterilnosti Se vedno predstavlja perspektivni pristop za
izkoriS¢anje heteroze pri navadni pSenici.
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4.2 TESTIRANJE KOMBINACISKE SPOSOBNOSTI LINNSKIH SORT
NAVADNE PSENICE IN KVANTITATIVNA ANALIZA HETEROZE V
SKUPINI HEKSAPLOIDNIH PSENIC Z GENOMSKO STRUKTURO
AABBDD

4.2.1  Vrednosti kombinacijske sposobnosti v povezavi z u¢inkom heteroze za
linijske sorte navadne pSenice francoskih Zlahtniteljskih hi$

Glavni cilj pri razvoju hibridnih sort navadne pSenice je identifikacija starSevskih
komponent, ki rezultirajo z visoko specificno kombinacijsko sposobnostjo (Krystkowiak in
sod., 2009). Iz stalis¢a nadaljnega razvoja dednine, ki predstavlja osnovo za izkoris¢anje
heteroze pa je Se zlasti pomembno poznavanje razmerja med aditivnim in ne-aditivnim
u¢inkom genov, ki se izrazata kot splo$na kombinacijska sposobnost (v nadaljevanju SKS)
in specificna kombinacijska sposobnost (v nadaljevanju PKS). Poznavanje navedenega
razmerja pomaga pri identifikaciji heteroti¢nih skupin, ki pri medsebojnem krizanju
rezultirajo z visoko ravnijo heteroze (Longin in sod., 2012).

Pri testiranju kombinacijske sposobnosti (v nadaljevanju KS) linijskih sort navadne pSenice
francoskih Zlahtniteljskih hi$ je statisticna analiza pokazala, da je v obeh sezonah (2010/11
in 2011/12) obstajal statisticno znacilen vpliv SKS in PKS na obravnavane parametre
(Stevilo klasov na rastlino, viSina rastline, pridelek zrnja na rastlino, Stevilo zrn na rastlino)
(preglednica 10). Vrednosti varianc za SKS so bile vecinoma visje od vrednosti varianc za
PKS. Najvecja razlika med vrednostmi varianc za SKS in PKS je bila v obeh sezonah
izrazena za parameter pridelek zrnja na rastlino. V tem primeru je bil aditivni uéinek genov
tudi za ve€ kot dvajsetkrat vi§ji od ne-aditivnega uc¢inka genov. O podobno visoki razliki
med aditivnim in ne-aditivnim uc¢inkom genov, ko gre za parametre povezane s pridelkom
zrnja, ki so doloceni za posamezno rastlino je porocalo ze ve¢ razli¢nih avtorjev
(Corbellini in sod., 2002; Krystkowiak in sod., 2009).

Visoka razlika med aditivnim in ne-aditivnim u¢inkom genov je pogosto rezultat, ko gre za
krizanje dveh heteroti¢nih skupin, ki imata potencial za razvoj visoko produktivnih
hibridnih kombinacij (Fischer in sod., 2008; Fischer in sod., 2010; Longin in sod., 2012).
Poleg tega pa je prednost prevladujocega vpliva SKS nad PKS hiter selekcijski napredek in
enostavna selekcija visoko produktivnih hibridnih kombinacij, ker obstaja mo¢na povezava
med produktivnostjo posamezne starSevske komponente in produktivnostjo hibridne
generacije (Krystkowiak in sod., 2009). Konkreten primer je povezava med vrednostmi za
SKS linijske sorte Garcia in njenim hibridnim potomstvom. 1z preglednice 11 je razvidno,
da je linijska sorta Garcia dosegla statisticno znacilno najvisje vrednosti za SKS pri
parametrih Stevilo klasov na rastlino, viSina rastline, pridelek zrnja na rastlino in Stevilo zrn
na rastlino. Hkrati pa je iz preglednice 12 razvidno, da se tudi F; hibridi, ki temeljijo na
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v

opazovane parametre.

Preglednica 10: Analiza variance za parametre, ki so bili obravnavani pri testiranju kombinacijske
sposobnosti linijskih sort francoskih Zlahtniteljskih hi§

Table 10: Analysis of variance for the parameters that were considered by the testing of combining
ability of line varieties of the french breeding houses

Vrednosti variance

Izvor variance SP Stevilo klasov - . Pridelek zrnja na
Visina rastline

Stevilo zrn na rastlino

na rastlino rastlino
2010/11
Ponovitve 3 0,78 ™ 8,46 ™ 151"™ 775,02 ™
Krizanci 41 7,44 ** 100,73 ** 45,84 ** 2130,53 **
Starsi 13 2,94 ** 377,46 ** 20,46 ** 8766,56 **
Star$i : krizanci 1 137,61 ** 2140,47 ** 802,84 ** 431152,06 **
SKS linije 5 29,52 ** 324,84 ** 264,49 ** 116341,71 **
SKS testerji 7 5,87 ** 56,59 ** 22,62 ** 8916,30 **
PKS 29 4,01 ** 73,21 ** 13,85 ** 8039,80 **
Ostanek 165 0,77 3,61 1,83 1067,24 **
2011/12
Ponovitve 3 0,93™ 4,01"™ 1,16 ™ 682,42 ™
Krizanci 41 5,83 ** 85,54 ** 34,38 ** 16190,40 **
Starsi 13 4,80 ** 322,57 ** 22,81 ** 10246,97 **
Starsi : krizanci 1 78,06 ** 1712,96 ** 361,92 ** 230757,56 **
SKS linije 5 24,78 ** 293,87 ** 214,46 ** 93181,55 **
SKS testerji 7 4,55 ** 41,10 ** 18,52 ** 8352,80 **
PKS 29 3,21 ** 62,40 ** 10,19 ** 6239,60 **
Ostanek 165 0,08 3,37 1,60 870,45 **

™ ni statisti¢no znagilnih razlik pri p > 0,05, " statisti¢na zna¢ilnost definirana prip <0,05in “prip<0,01
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Preglednica 11: Vrednosti SKS pri statisti¢ni analizi linijskih sort francoskih Zlahtniteljskih hi§

Table 11: GCA values in the statistical analysis of line varieties of the french breeding
houses
Splosna .
kombinacijska Stevilo klasov na Visina rastline Pridelek zrnja na Stevilo zrn na rastlino
sposobnost — rastlino rastlino v s
2010/11
Linije (?)
Alixan - C; 1 -0,7556 ¢ -1,5460 ° -2,3915 ¢ -47,1108 ®
Guarni — C13 -0,0802 ° -0,2607 © 0,1777 ¢ 2,6023 €
Inoui — C; 6 0,6204 ° 4,4469 ® 2,4204° 48,4149 °
Azimut - C;15 -1,1981 ¢ 42749 ' -4,0852 93,3069 1
Bologna — C 16 -0,3318 ™ -2,7768 -1,0549 ¢ -15,2095 ¢
Garcia— Cr 19 1,7026 ° 41837 ® 4,3832° 90,2483 °
Testerji ()
Aldric — C; 14 0,1734 ™ 0,2888 ¢ -0,3700 -2,2023 ¢
FD05152 — C; 17 -0,6095 ° -2,0787 * -1,1525 ¢ -19,5902 *
Racine — C; 21 0,5838 ® 1,1334 ® 1,4358 ° 20,9585 @
Sailor — Cy 22 0,1448 © 0,5624 ™ -0,0745 ° -7,3153 ¢
Incisif — C; 24 -0,1166 @ -1,9679 ¢ -0,5879 ¢ -3,4723 %
Euclide — C; 25 -0,8041 * 1,5046 ° 41,2342 34,3469 1
Illico — Cy 26 0,8796 ° -3,2090 ¢ 1,2059 ® 25,7634 2
Orvantis — Cy 30 0,1955 " 1,0180° 0,8446 " 18,0002 °
Splosna 5
kombinacijska Stevilo klasov na os . Pridelek zrnjana ¢, . .
. Visina rastline . Stevilo zrn na rastlino
sposobnost — rastlino rastlino
2011/12
Linije (9)
Alixan — C; 1 -0,6514 ° -1,3200 ¢ -2,0909 ¢ -39,7929
Guarni — C 3 -0,1470 ¢ -0,2624 ¢ 0,1097 © -1,8580 ©
Inoui — C; 6 0,5858 ° 3,4267° 2,1963° 44,6064 °
Azimut — C;15 21,0241 ¢ -3,6721" -3,3567 74,6134 °
Bologna — C; 16 -0,2486 -2,5458 -0,8971 ¢ -12,6296 ¢
Garcia— Cy 19 1,5701° 4,0429 ® 4,0262 ° 83,8375 °
Testerji ()
Aldric - C; 14 0,1087 ™ 0,5203 ™ -0,2768 -0,8337°¢
FD05152 — C; 17 -0,5475 ¢ -1,8372°¢ -1,0039 © -16,5629 *
Racine — C; 21 0,5441 ® 1,1816 ® 1,2828 2 19,8246 *
Sailor — C; 22 0,0539 ¢ -0,0584 ¢ -0,2395 © -12,2069 ¢
Incisif — C; 24 -0,0850 @ -1,6022 * -0,4502 ° -2,0566
Euclide — C; 25 -0,6829 * 1,5124° -1,0527 ¢ -29,8616 °
Illico — Cy 26 0,5231%® -1,2933 ¢ 1,0424 ® 26,0166 °
Orvantis — Cy 30 0,2441° 0,9866 ° 0,7678° 17,2288 "

%y ritmeti¢ne sredine oznacene z enakimi &rkami se statistiGno zna¢ilno ne razlikujejo pri 95 % stopnji
zaupanja (Duncan-ov test)
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navadne pSenice (Triticum aestivum L.) in izkori§¢anje heteroze v skupini heksaploidnih pSenic.

Preglednica 12: Rangiranje skupin F; hibridov za vrednosti povpre¢ne star§evske heteroze
Ranking of F; hybrid groups according to mid-parent heterosis values

Table 12:

Stevilo klasov na

ViSina rastline

Pridelek zrnja na

Stevilo zrn na

F, hibridi — skupine rastlino 0.0001** rastlino rastlino
0,0428* 00000 0,0197* 0,0282*
0,0489* : 0,0145* 0,0247*
2010/11
Alixan — F; hibridi 32,14 +6,65° 6,93+ 2,11° 32,04 + 6,34° 32,49+ 6,39°
Guarni — F; hibridi 20,58 +7,18" 12,24+ 2,28™ 33,17 + 6,85 32,55+ 6,91°
Inoui — F; hibridi 24,92 +6,22° 13,09+ 1,98% 28,93 +5,93° 28,08+ 5,98%
Azimut — F; hibridi 5,63 +7,18° 0,02+ 2,28° 9,46 + 6,85 9,89+ 6,90
Bologna — F; hibridi 21,68 +6,22® 7,48+ 1,98™ 36,38 + 5,93 34,71+ 5,98°
Garcia — Fy hibridi 36,93 +6,65° 17,32+ 2,11° 44,57 + 6,34° 44,14+ 6,39°
2011/12
Alixan — F; hibridi 32,04 £6,77° 6,71+ 2,09° 30,69 + 6,17 33,29+ 6,47°
Guarni — F; hibridi 21,97 £7,31% 12,40+ 2,26 33,23 + 6,67 32,85+ 6,99°
Inoui — F; hibridi 23,66 +6,33"° 12,66+ 1,96® 27,12 +5,77° 28,23+ 6,05%
Azimut — F; hibridi 5,39 +7,31° -0,35% 2,26" 8,263 +6,67° 10,07+ 6,99°
Bologna — F; hibridi 21,79 +6,33" 7,41+ 1,96 35,89 +5,77° 37,57+ 6,05°
Garcia — F; hibridi 37,09 +6,77° 17,25+ 2,09 43,70 +6,17° 44,34+ 6,47°

™ ni statisti¢no znaéilnih razlik pri p > 0,05, " statisti¢na zna¢ilnost definirana prip <0,05in “prip<0,01

+ standardna napaka

be - oy . . ey . C ey ", [ . ..
®Caritmeti¢ne sredine oznaCene z enakimi ¢rkami se statisticno znalilno ne razlikujejo pri 95 % stopnji

zaupanja (Duncan-ov test)

V preteklosti je ve¢ Studij poskuSalo najti povezavo med genetsko raznolikostjo starSevskih
komponent ocenjeno na osnovi njihovega rodovnika (angl. pedigree), uporabe molekulskih
markerjev in izoencimov ter produktivnostjo prve filialne generacije (Ferreira in sod.,
2010). Do danes se je veCinoma izkazalo, da uporaba molekulskih markerjev za merjenje
sorodstvenih odnosov in genetske variabilnosti med starSevskimi komponentami vodi
pogosto le do Sibkih povezav s produktivnostjo hibridne generacije. V studiji Corbellini in
sod. (2002), ki je temeljila na merjenju sorodstvenih odnosov med Stiridesetimi kultivarji
navadne psenice z 338 RFLP markerji in 200 AFLP markerji se je izkazalo, da sicer
obstajajo statisticno znacilne povezave med genetsko variabilnostjo starSevskih komponent
in sploSno ter specificno kombinacijsko sposobnostjo, vendar pa, da so te povezave tako
Sibke, da z njimi ni mozno predvideti ravni heteroze za komponente povezane s pridelkom
zrnja in njegovo kakovostjo. Do podobnih ugotovitev so prisli tudi Reif in sod. (2003) ter
Balestre in sod. (2009) v $tudijah, ki so temeljile na SSR markerjih. Alternativo uporabi
molekulskih markerjev predstavlja uporaba linearnih modelov kot je na primer BLUP
metoda (angl. best linear unbiased predictor), ki poskusa napovedati raven heteroze v Se
neizvedenih krizanjih (Gowda in sod., 2012a, 2012b). Velika pomanjkljivost linearnih
modelov je potreba po genotipizaciji preucevanih starSevskih komponent in asociacija
uporabljenih molekulskih markerjev s QTL regijami za preucevano lastnost 0ziroma
parameter npr. pridelek zrnja (Ferreira in sod., 2010).

Zaradi Sibkih povezav med genetsko variabilnostjo starSevskih komponent in
produktivnostjo prve filialne generacije ter nekonsistentnih podatkov pridobljenih z
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uporabo linearnih modelov, razvoj novih F; hibridov oziroma hibridnih sort Se vedno
temelji predvsem na analizi produktivnosti starSevskih komponent (Ferreira in sod., 2010).
V nasi Studiji smo vpliv produktivnosti starSevskih komponent na raven heteroze v F;
generaciji preucili s korelacijo med PKS in heterozo, izrazeno kot povpre¢na starSevska
heteroza (okrajsano MPH) in heterobeltiozis (okrajsano BPH) (PKS : MPH; PKS : BPH)
ter korelacijo med povprecno vrednostjo obeh starSevskih komponent (X) in heterozo
izrazeno z MPH in BPH vrednostjo (X : MPH; X : BPH). Pri analizi linearne regresije za
linijske sorte navadne pSenice francoskih zlahtniteljskih hi$ in njihove F; generacije, se je v
obeh sezonah izkazalo, da ima PKS statisti¢no znacilen vpliv (P < 0,01) na MPH in BPH
za vse opazovane parametre, X vrednost pa samo za parameter visina rastlin. Najmocénejse
povezave so bile izrac¢unane pri korelaciji med PKS in MPH (PKS : MPH) ter PKS in BPH
(PKS : BPH) za parametre $tevilo klasov na rastlino, pridelek zrnja na rastlino in $tevilo
zrn na rastlino (preglednica 13).

Preglednica 13: Analiza linearne regresije za linijske sorte francoskih Zlahtniteljskih hi$

Table 13: Analysis of linear regression for the line varieties of the french breeding houses
. . Stevilo klasov na e . o  Pridelek zrnja na Stevilo zrn na
Linearna regresija Sl ViSina rastline . 3 R
rastlino rastlino rastlino
2010/11
_ MPH -0,6376 ™ -0,6376 ** 0,1693 ™ 0,1526 ™
x BPH -0,1334 ™ -0,6114 ** 0,2048 ™ 0,1885 ™
SCA MPH 0,6830 ** 0,5573 ** 0,7056 ** 0,7288 **
BPH 0,7481 ** 0,5616 ** 0,6786 ** 0,7052 **
2011/12
C; / MPH -0,1507 ™ -0,6554 ** 0,1562 ™ 0,1141 ™
BPH -0,1555 ™ -0,6136 ** 0,2172 ™ 0,1490 ™
SCA MPH 0,7136 ** 0,5827 ** 0,7249 ** 0,7574 **
BPH 0,7769 ** 0,5156 ** 0,7175 ** 0,7517 **
2010/11 MPH'  BPH! MPH?  BPH? MPH®  BPH’ MPH*  BPH’
MPH? 0,94** 0,28™ 0,17™ 0,79** 0,68** 0,79** 0,68**
BPH? 0,94** 0,21"™ 0,08™ 0,76** 0,66** 0,76** 0,67**
MPH? 0,28™ 0,21™ 0,91** 0,29™ 0,26™ 0,28™ 0,29™
BPH? 0,17™ 0,08 0,91** 0,14"™ 0,08"™ 0,14™ 0,10™
MPH? 0,79  0,76**  0,29™ 0,14™ 0,94**  0,99**  0,95**
BPH? 0,68**  0,66**  0,26™ 0,08™ 0,94** 0,94**  0,99**
MPH* 0,79  0,75**  0,07™ 0,14™ 0,10**  0,94** 0,95**
BPH* 0,68**  0,66**  0,29™ 0,10™ 0,95**  0,94**  0,95**
2011/12 MPH! BPH* MPH? BPH? MPH? BPH? MPH* BPH*
MPH* 0,94%*  0,30™ 0,18™ 0,27™ 0,68**  0,77**  0,67**
BPH* 0,94** 0,20™ 0,78** 0,75**  0,98**  0,75**  0,66**
MPH? 0,30™ 0,20™ 0,90** 0,14™ 0,27™ 0,27™ 0,27™
BPH? 0,18™ 0,09™ 0,90** 0,14™ 0,09™ 0,15™ 0,11™
MPH? 0,78** 0,75** 0,29"™ 0,14™ 0,94** 0,99** 0,94**
BPH? 0,68** 0,65** 0,27™ 0,09™ 0,94** 0,94** 0,98**
MPH* 0,77** 0,75** 0,09™ 0,15™ 0,11"™ 0,94** 0,95**
BPH* 0,67** 0,66**  0,27™ 0,64** 0,94**  0,98**  0,95**

™ ni statisti¢no zna&ilnih razlik pri p > 0,05, ” statisti¢na zna&ilnost definirana pri p < 0,05 in ~ pri p < 0,01
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Titan P. Derivati oksanilne kisline ..... navadne pSenice (Triticum aestivum L.) in izkori$¢anje heteroze v skupini heksaploidnih p$enic.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Preglednica 14: Vrednosti PKS in u¢inek heteroze v F; generaciji za vse analizirane parametre — sezona

2010/11
Preglednica 14: SCA values and heterosis effect in the F; generation for all analyzed parameters — season
2010/11
T. aestivum x T. aestivum — Stevilo klasov na rastlino
2010/11 Xk X SCA MPH BPH
X711 x 147 7.7 5,2 0,17 48,4 415
X1 x 177 6,7 5,9 -0,50 13,1 -3,0
X1 x 217 7,2 5,9 -0,70 22,3 4,9
X711 x 227 7.3 57 -0,18 29,2 14,4
Xy 1 x 24" 7.9 5,3 0,71 50,8 41,8
Xy 1 %25 6,4 54 -0,11 19,4 10,0
X7 1 % 30 7.8 55 0,31 41,9 27,9
X13 x 147 7.7 6,3 -0,51 22,7 8,2
X3 x 177 8,3 7,0 0,86 18,2 16,5
X73 x 217 8,6 7,0 0,00 23,0 21,2
X713 x 247 9,3 6,3 1,36 46,1 20,6
X713 x 257 8,0 6,5 0,84 24,5 13,5
X713 x 307 5,9 6,6 2,32 -11,0 17,1
X716 x 147 7.3 6,7 -1,59 9,4 7.9
X716 x 177 9,0 7.4 0,95 22,3 14,2
X716 %217 10,1 7,4 0,84 36,9 27,9
X716 x 227 8,1 7.2 -0,72 13,7 2,6
X716 x 247 8,9 6,8 0,29 31,5 12,1
X716 x 257 8,3 6,9 0,43 21,2 5,3
X716 %26 8,4 6,5 -1,21 29,7 5,8
X716 % 307 9,5 7,0 0,56 34,7 19,5
X715 x 147 9,3 6,2 2,19 50,5 34,6
X715 x 177 5,3 6,9 -0,94 22,4 22,4
X715 x 217 7.3 6,9 -0,18 6,1 6,1
X715 x 247 6,0 6,2 -0,81 -4,3 -13,3
X715 x 257 5,7 6,4 -0,41 -10,8 -17,6
X715 x 307 7,5 6,5 0,38 14,7 8,5
X716 x 147 75 6,1 -0,47 22,2 9,8
X116 x 177 6,2 6,8 -0,93 9,2 9,7
X716 x 217 8,0 6,8 -0,38 16,5 15,8
X716 x 227 8,7 6,6 0,77 31,7 27,6
X116 x 247 6,7 6,2 -0,92 8,4 -1,2
X716 x 257 7,0 6,3 0,01 10,2 2,5
X716 x 267 9,7 5,9 1,04 64,0 42,3
X716 x 307 8,4 6,5 0,43 29,7 23,3
X719 x 147 10,2 6,8 0,25 51,2 26,7
X119 x 177 9,3 75 0,16 24,8 15,5
X119 x 217 10,8 75 0,46 44,9 34,0
X719 x 227 9,8 72 -0,10 36,0 21,7
X719 x 247 9,1 6,8 -0,58 32,9 12,4
X719 x 257 8,3 7,0 -0,73 18,6 2,1
X719 x 307 10,7 7.1 0,69 50,2 32,0
* p<0,05; **p<0,01 0,0002** 0,0000** 0,9998™ 0,0527™ 0,3765™

»se nadaljuje«
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Titan P. Derivati oksanilne kisline ..... navadne pSenice (Triticum aestivum L.) in izkori$¢anje heteroze v skupini heksaploidnih p$enic.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

»nadaljevanje«

Preglednica 14: Vrednosti PKS in uéinek heteroze v F; generaciji za vse analizirane parametre — sezona

2010/11
T. aestivum x T. aestivum — ViSina rastline

2010/11 Xk X SCA MPH BPH
X7 1 x 147 91,6 87,4 0,91 4.8 6,7
X1 x 177 88,7 85,9 0,36 3,3 -6,6
X1 x 217 92,6 87,2 1,00 6,1 5,3
X7 1 x 227 89,5 84,2 -1,45 6,4 2,3
Xy1 % 247 90,5 83,2 2,00 8,8 0,9
Xy1 %25 89,9 82,2 2,06 9,3 2,4
X7 1 x 307 91,3 83,2 -0,15 9,8 1,9
X713 x 147 94,9 84,4 2,91 12,4 -3,3
X3 x 177 89,0 82,8 -0,60 75 6,3
X3 x 217 96,4 84,2 3,57 14,5 -1,3
X713 x 247 82,8 80,2 -7,00 3,3 7.7
X713 x 257 97,0 79,2 3,74 22,4 10,5
X713 x 307 90,8 80,2 -1,90 13,3 1,4
X716 x 147 92,2 87,4 -3,50 5,5 -6,1
X716 x 177 98,5 85,8 511 14,8 3,6
X716 x 217 96,2 87,2 -0,39 10,4 -1,6
X16 x 227 93,1 84,1 -2,90 10,7 1,6
X716 x 247 98,0 83,1 4,50 17,1 9,3
X716 x 257 95,3 82,2 -1,63 16,0 8,6
X16 %26 98,2 82,1 6,00 19,7 12,1
X716 x 307 92,0 83,1 4,44 10,7 2,7
X715 x 147 91,7 90,5 3,68 1,3 -6,6
X715 x 177 74,0 88,9 -11,60 -16,7 22,1
X715 x 217 80,4 90,3 0,42 2,0 9,5
X715 x 247 89,3 86,2 3,52 35 0,4
X715 x 257 89,0 85,3 0,21 4.4 1,4
X715 x 307 94,5 86,2 5,78 9,6 5,4
X716 x 147 89,3 86,0 -0,24 3,7 9,1
X116 x 177 91,0 84,5 3,84 7.7 43
X716 x 217 88,3 85,8 -2,08 2,8 9,7
X716 x 227 92,0 82,8 2,24 11,2 0,4
X716 x 247 86,8 81,8 -0,40 6,2 31
X716 x 257 91,3 80,8 0,63 13,0 41
X716 x 267 80,5 80,8 -5,49 0,3 8,1
X716 x 307 94,5 81,8 4,24 15,5 5,4
X719 x 147 93,9 84,8 -2,53 10,7 -4,3
X119 x 177 98,2 83,3 4,13 18,0 34
X119 x 217 96,8 84,6 -0,46 14,5 -0,9
X719 x 227 99,1 81,6 2,40 21,5 8,2
X719 x 247 92,8 80,6 -1,40 15,2 35
X719 x 257 98,4 79,6 0,75 23,6 12,2
X719 x 307 94,9 80,6 2,30 17,8 5,9
* p<0,05; **p<0,01 0,0011** 0,0002** 1,0000™ 0,0001** 0,0525™

»se nadaljuje«
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Titan P. Derivati oksanilne kisline ..... navadne pSenice (Triticum aestivum L.) in izkori$¢anje heteroze v skupini heksaploidnih p$enic.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

»nadaljevanje«

Preglednica 14: Vrednosti PKS in u¢inek heteroze v F; generaciji za vse analizirane parametre — sezona

2010/11
T. aestivum x T. aestivum — Pridelek zrnja na rastlino

2010/11 Xr1 X SCA MPH BPH
X7l x 147 14,0 9,7 1,11 43,5 18,9
X1 %177 12,8 9,5 0,70 34,4 13,2
X1 %217 13,8 10,9 -0,92 25,8 2,8
X711 x 227 12,8 10,0 -0,33 28,7 5,1
X7 1 x 247 12,8 9,6 0,13 33,0 11,1
X711 x 257 11,4 10,1 -0,58 13,7 7,6
X711 x 307 14,7 10,1 0,64 45,2 17,3
X713 x 147 15,1 11,6 -0,31 30,4 28,7
X3 x 177 16,9 11,4 2,63 48,8 47,8
X713 x 217 16,4 12,8 -0,86 28,0 15,8
X713 x 247 16,6 11,5 1,35 44.4 44,0
X13 x 25 17,1 11,9 2,48 43,2 37,9
X73x 307 12,5 12,0 -4,16 4,1 -0,5
X716 x 147 16,8 13,9 -0,90 20,9 4.8
X716 x 177 19,0 13,7 2,12 39,3 18,7
X716 x 217 21,5 15,1 2,05 42,8 34,5
X716 x 227 17,2 14,1 -0,80 21,7 7.3
X716 x 247 18,1 13,8 0,65 31,7 13,1
X716 x 257 16,6 14,2 -0,17 17,3 3,9
X716 % 267 16,2 12,9 -3,04 25,4 1,2
X716 % 307 18,9 14,3 0,02 324 18,1
X115 x 147 12,3 10,2 1,15 20,5 4,9
X115 % 177 8,7 10,0 -1,71 13,2 231
X715 x 217 12,4 11,4 -0,57 8,6 -12,3
X115 x 247 14,4 10,1 0,48 13,2 -0,6
X715 x 257 9,6 10,5 -0,67 -8,5 -22,0
X715 x 307 14,5 10,8 2,08 36,1 15,3
X716 x 147 13,6 10,6 -0,62 27,7 15,6
X116 x 177 12,3 10,4 -1,11 18,4 9,1
X716 x 217 15,7 11,8 -0,34 324 10,8
X716 x 227 15,6 10,9 1,10 43,6 27,7
X716 x 247 12,0 10,5 -1,99 14,1 43
X716 x 257 14,6 10,9 1,26 335 18,1
X716 x 267 18,7 9,7 2,88 92,9 89,7
X716 x 307 14,2 11,0 -1,25 28,4 12,9
X719 x 147 19,8 13,5 0,12 46,0 29,1
X119 x 177 17,2 13,3 -1,70 29,0 12,1
X719 x 217 22,6 14,7 1,19 53,7 47,9
X719 x 227 19,7 13,8 -0,26 43,0 28,6
X719 x 247 19,4 13,4 -0,07 44.4 26,5
X719 x 257 17,0 13,8 1,77 22,9 11,1
X719 x 307 24,1 13,9 3,23 72,9 57,4
* p<0,05;*p<0,01 0,0000%* 0,0000%* 0,9999™ 0,8386™ 0,0052**

»se nadaljuje«
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Titan P. Derivati oksanilne kisline ..... navadne pSenice (Triticum aestivum L.) in izkori$¢anje heteroze v skupini heksaploidnih p$enic.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

»nadaljevanje«

Preglednica 14: Vrednosti PKS in u¢inek heteroze v F; generaciji za vse analizirane parametre — sezona

2010/11
T. aestivum x T. aestivum — Stevilo zrn na rastlino

2010/11 Xr1 X SCA MPH BPH
X711 x 147 349,5 241,7 28,70 44,6 22,1
X1 x 177 321,1 236,0 17,80 36,1 16,9
X1 x 217 326,5 259,0 -17,40 26,0 1,7
X711 x 227 305,2 237,6 -10,40 28,5 9,8
Xy 1 x 24" 318,7 242,0 -0,80 31,7 11,1
X7 1 %25 271,4 239,0 -17,20 13,6 34
X7 1 x 307 3594 244 4 18,50 47,1 232
X713 x 147 360,0 279,1 -10,50 29,0 25,7
X3 x 177 402,3 273,4 49,30 47,2 46,4
X3 x 217 379,8 296,5 -13,80 28,1 18,3
X713 x 247 403,5 279,5 34,40 44.4 40,6
X713 x 257 396,9 276,4 58,60 43,6 41,3
X713 x 307 290,4 281,8 -100,20 31 0,4
X716 x 147 399,2 329,3 -17,10 21,2 7.2
X716 x 177 453,4 323,6 54,50 40,1 21,8
X716 x 217 489,0 346,7 49,60 41,1 31,3
X716 x 227 390,0 325,2 -21,10 19,9 47
X716 x 247 431,2 329,7 16,20 30,8 15,8
X716 x 257 377,7 326,6 -6,50 15,6 1,4
X716 % 26" 368,1 297,8 -76,10 23,6 1,1
X716 % 307 439,2 332,0 2,70 32,3 17,9
X715 x 147 300,0 249,1 25,50 20,4 4,8
X715 x 177 219.4 243,3 -37,80 9,9 -20,2
X715 x 217 288,5 266,4 -9,20 8,3 -10,1
X715 x 247 278,3 249,4 5,00 11,6 -3,0
X715 x 257 224.6 246,4 -17,80 -8,8 -20,0
X715 x 307 346,8 251,8 52,10 37,8 18,9
X716 x 147 340,1 268,2 -12,60 26,8 18,8
X116 x 177 308,0 262,5 -27,20 17,4 12,1
X716 x 217 348,1 285,6 -27,70 21,9 8,5
X716 x 227 380,0 264,1 32,40 439 36,6
X716 x 247 307,4 268,6 -44,00 14,5 7.1
X716 x 257 356,0 265,5 35,60 34,1 26,8
X716 x 267 454,0 236,7 73,40 91,9 81,5
X716 x 307 345,1 270,9 -27,70 27,4 18,3
X719 x 147 458,4 317,0 6,30 44,6 31,9
X119 x 177 398,5 311,2 -42,20 28,1 14,6
X719 x 217 514,2 334,3 32,90 53,8 47,9
X719 x 227 446,9 312,9 -6,10 428 28,6
X719 x 247 460,4 317,3 3,60 45,1 32,4
X719 x 257 387,6 314,3 -38,30 23,4 11,5
X719 x 307 547,3 319,7 69,00 71,2 57,5
* p<0,05; **p<0,01 0,0000%* 0,0000**  1,0000™ 0,9534™ 0,8091™

Xr1— povprecna vrednost F; generacije, X — povprecna vrednost obeh starSevskih komponent,
SCA - specifi¢na kombinacijska sposobnost, MPH — povpreé¢na starSevska heteroza, BPH — heterobeltiozis
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Titan P. Derivati oksanilne kisline ..... navadne pSenice (Triticum aestivum L.) in izkori$¢anje heteroze v skupini heksaploidnih p$enic.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Preglednica 15: Vrednosti PKS in u¢inek heteroze v F; generaciji za vse analizirane parametre — sezona

2011/12
Preglednica 15: SCA values and heterosis effect in the F; generation for all analyzed parameters — season
2011/12
T. aestivum x T. aestivum — Stevilo klasov na rastlino

2011/12 Xr1 X SCA MPH BPH
X7 1 x 147 6,6 4.6 -0,07 44.8 40,2
X1 %177 6,0 5.2 -0,03 14,6 -0,8
X1 %217 6,5 5,3 -0,64 223 6,1
X7 1 x 227 6,6 51 -0,07 29,3 245
X7 1 x 247 71 4,7 0,63 50,6 41,4
X7 1 x 257 5,8 438 -0,15 18,9 9,5
X711 x 307 72 5,0 0,32 43,9 29,7
X713 x 147 6,9 55 -0,30 25,3 9,7
X3 x 177 7.4 6,2 0,90 20,6 18,3
X3 %217 7.7 6,2 0,10 23,9 22,9
X713 x 247 8,3 5,7 1,32 47,0 32,4
X713 x 257 72 5,8 0,84 25,5 15,1
X713 x 307 53 5,9 -2,04 -10,4 -15,9
X716 x 147 6,4 6,0 -1,53 7.6 -10,8
X716 x 177 8,1 6,6 0,85 16,1 13,2
X716 x 217 9,1 6,7 0,78 36,8 27,4
X716 x 227 73 6,5 -0,56 13,4 1,9
X716 x 247 8,0 6,1 0,25 30,8 11,3
X716 x 257 75 6,2 0,36 20,7 45
X716 %26 7,6 5,8 -0,77 29,8 5,6
X716 x 307 8,5 6,3 0,45 34,2 18,6
X715 x 147 8,3 54 2,01 53,8 36,5
X115 % 177 4,6 6,1 -1,09 24,7 -25,0
X715 %217 6,6 6,1 -0,19 6,8 6,1
X715 x 247 5,0 5,6 -1,10 9,8 -17,6
X715 x 257 51 57 -0,43 -10,1 -16,4
X715 x 307" 6,8 58 0,30 16,3 10,7
X716 x 147 6,6 54 -0,47 21,8 7,7
X116 x 177 5,6 6,1 -0,86 -8,6 9.4
X716 x 217 72 6,2 -0,38 15,9 15,6
X716 x 227 7.8 59 0,74 31,0 26,4
X716 x 247 6,3 5,6 -0,65 11,7 1,6
X716 x 257 6,3 57 -0,01 10,3 2,2
X116 x 267 8,7 5.3 1,17 62,9 41,1
X716 x 307 7,5 5,8 0,31 29,3 22,6
X719 x 147 9,2 6,0 0,26 52,9 26,1
X119 x 177 8,4 6,7 0,15 26,1 15,5
X119 x 217 9,6 6,7 0,25 42,6 32,0
X719 x 227 8,9 6,5 -0,01 36,2 21,7
X719 x 247 8,2 6,2 -0,54 32,8 12,4
X719 x 257 7.4 6,3 -0,70 18,6 2,1
X719 x 307 9,6 6,4 0,58 50,5 32,3
* p<0,05;**p<0,01 0,0001** 0,0000** 0,9986™ 0,0586™ 0,1592™

»se nadaljuje«
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Titan P. Derivati oksanilne kisline ..... navadne pSenice (Triticum aestivum L.) in izkori$¢anje heteroze v skupini heksaploidnih p$enic.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

»nadaljevanje«

Preglednica 15: Vrednosti PKS in u¢inek heteroze v F; generaciji za vse analizirane parametre — sezona

2011/12
T. aestivum x T. aestivum — ViSina rastline

2011/12 Xr1 X SCA MPH BPH
X7 1 x 147 87,0 83,0 0,70 4,9 6,5
X1 x 177 84,2 81,5 0,26 33 -6,6
X1 x 217 87,9 82,8 0,92 6,2 -8,6
X7 1 x 227 84,7 79,9 -0,99 6,0 -1,3
Xy1 % 247 85,9 79,3 1,74 8,4 0,3
Xy1 %25 85,2 78,2 2,14 8,9 1,9
X7 1 x 307 86,4 79,0 -0,39 9,3 1,5
X713 x 147 91,0 80,1 3,68 13,7 22
X3 x 177 84,5 78,6 -0,50 75 6,2
X3 x 217 91,6 79,8 3,57 14,6 -1,2
X713 x 247 79,1 76,4 -6,15 3,6 7.6
X713 x 257 91,7 75,3 3,33 21,7 9,7
X713 x 307 86,3 76,1 -1,53 13,4 1,4
X716 x 147 87,4 82,9 -3,66 5,5 -6,1
X716 x 177 93,4 81,4 4,75 11,2 37
X716 x 217 91,1 82,7 -0,61 10,2 -1,7
X716 x 227 88,0 79,8 2,52 10,2 1,1
X16 x 247 93,1 79,1 4,13 17,6 8,7
X716 x 257 90,6 78,1 -1,49 16,0 8,4
X716 % 26™ 93,4 77,9 4,13 19,9 12,3
X716 x 307 87.4 78,9 -4,16 10,7 2,6
X715 x 147 87,1 85,9 3,13 1,4 -6,5
X715 x 177 70,1 84,4 -11,50 -17,0 223
X715 x 217 84,0 85,7 -0,62 2,0 9.4
X715 x 247 84,4 82,1 2,58 2.8 14
X715 x 257 84,4 81,1 -0,58 4,0 1,0
X715 x 307 89,0 81,9 -4,59 8,7 45
X716 x 147 84,4 81,5 -0,70 35 -9,4
X116 x 177 86,3 80,0 3,54 7.8 43
X716 x 217 83,6 81,3 2,11 2,8 9.8
X716 x 227 87,0 78,5 2,51 10,8 0,0
X716 x 247 82,4 77,8 -0,57 59 -3,8
X716 x 257 86,7 76,8 0,59 12,9 37
X716 x 267 76,4 76,6 -6,86 -0,2 8,1
X716 x 307 89,7 77,6 4,20 15,7 54
X719 x 147 88,8 80,3 2,84 10,6 -4.6
X119 x 177 93,1 78,8 3,82 18,1 33
X119 x 217 91,5 80,1 0,82 14,2 -1.3
X719 x 227 94,2 77,3 3,08 21,8 8,2
X719 x 247 88,1 76,6 -1,40 15,1 2,9
X719 x 257 93,3 75,6 0,62 23,4 11,6
X719 x 307 89,8 76,4 2,38 17,5 54
* p<0,05; **p<0,01 0,0019** 0,0001** 0,8837™ 0,0000** 0,0431*

»se nadaljuje«
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Titan P. Derivati oksanilne kisline ..... navadne pSenice (Triticum aestivum L.) in izkori$¢anje heteroze v skupini heksaploidnih p$enic.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

»nadaljevanje«

Preglednica 15: Vrednosti PKS in u¢inek heteroze v F; generaciji za vse analizirane parametre — sezona

2011/12
T. aestivum x T. aestivum — Pridelek zrnja na rastlino

2011/12 Xr1 X SCA MPH BPH
X7 1 x 147 12,6 9,7 1,11 43,5 18,9
X1 x 177 11,5 9,5 0,70 34,4 13,2
X1 x 217 12,3 10,9 -0,92 25,8 2,8
X7 1 x 227 11,5 10,0 0,33 28,7 5,1
Xy1 % 247 11,3 9,6 0,13 33,0 11,1
Xy1 %25 10,3 10,1 -0,58 13,7 7,6
X7 1 x 307 13,0 10,1 0,64 45,2 17,3
X713 x 147 13,6 11,6 -0,31 30,4 28,7
X3 x 177 15,2 11,4 2,63 48,8 47,8
X3 x 217 14,7 12,8 -0,86 28,0 15,8
X713 x 247 15,0 11,5 1,35 44.4 44,0
X713 x 257 15,3 11,9 2,48 43,2 37,9
X713 x 307 11,2 12,0 -4,16 4,1 -0,5
X716 x 147 15,1 13,9 -0,90 20,9 4.8
X716 x 177 16,9 13,7 2,12 39,3 18,7
X716 x 217 19,2 15,1 2,05 42,8 34,5
X716 x 227 15,4 14,1 -0,80 21,7 7.3
X716 x 247 16,4 13,8 0,65 31,7 13,1
X16 x 257 15,0 14,2 -0,17 17,3 39
X16 %26 14,5 12,9 -3,04 25,4 1,2
X716 x 307 17,0 14,3 0,02 324 18,1
X715 x 147 11,0 10,2 1,15 20,5 4,9
X715 x 177 7.8 10,0 -1,71 -13,2 23,1
X715 x 217 11,1 11,4 -0,57 8,6 -12,3
X715 x 247 10,2 10,1 0,48 13,2 -0,6
X715 x 257 8,6 10,5 -0,67 -8,5 -22,0
X715 x 307 12,9 10,8 2,08 36,1 15,3
X716 x 147 12,2 10,6 -0,62 27,7 15,6
X116 x 177 11,1 10,4 -1,11 18,4 9,1
X716 x 217 14,1 11,8 0,34 32,4 10,8
X716 x 227 13,8 10,9 1,10 43,6 27,7
X716 x 247 10,8 10,5 -1,99 14,1 43
X716 x 257 13,1 10,9 1,26 335 18,1
X716 x 267 16,8 9,7 2,88 92,9 89,7
X716 x 307 12,8 11,0 -1,25 28,4 12,9
X719 x 147 17,7 13,5 0,12 46,0 29,1
X119 x 177 15,4 13,3 -1,70 29,0 12,1
X119 x 217 20,2 14,7 1,19 53,7 47,9
X719 x 227 17,7 13,8 -0,26 43,0 28,6
X719 x 247 17,4 13,4 -0,07 44.4 26,5
X719 x 257 15,3 13,8 1,77 22,9 11,1
X719 x 307 21,6 13,9 3,23 72,9 57,4
* p<0,05; **p<0,01 0,0000%* 0,0000%* 0,9999™ 0,0199* 0,0052**

»se nadaljuje«
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Titan P. Derivati oksanilne kisline ..... navadne pSenice (Triticum aestivum L.) in izkori$¢anje heteroze v skupini heksaploidnih p$enic.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

»nadaljevanje«

Preglednica 15: Vrednosti PKS in u¢inek heteroze v F; generaciji za vse analizirane parametre — sezona

2011/12
T. aestivum x T. aestivum — Stevilo zrn na rastlino

2011/12 Xk X SCA MPH BPH
X7 1 x 147 3145 215,9 23,31 45,7 22,1
X1 x 177 288,8 210,6 13,33 37,1 16,9
X1 x 217 293,7 231,4 -18,15 18,6 -4,9
X7 1 x 227 274,5 212,1 -5,37 35,2 14,7
Xy1 % 247 286,8 216,2 -3,13 32,7 11,1
Xy1 %25 244,0 210,6 -18,14 15,9 1,2
X7 1 x 307 323,0 218,4 13,75 47,9 23,0
X713 x 147 324,0 251,1 -5,18 29,0 25,8
X3 x 177 361,9 245,8 48,50 47,2 46,5
X3 x 217 341,6 266,6 -8,23 28,1 18,3
X713 x 247 362,9 251,4 35,02 44.4 40,5
X713 x 257 357,1 245,1 56,99 453 44,6
X713 x 307 261,4 253,6 -85,81 31 0,4
X716 x 147 359,1 296,3 -16,49 21,2 7,2
X716 x 177 408,0 290,9 48,18 40,3 21,8
X716 x 217 439,9 311,8 43,65 41,1 31,4
X16 x 227 351,0 2925 -13,25 20,0 4.8
X716 x 247 387,9 296,6 13,48 30,8 15,8
X716 x 257 339,7 290,9 -6,90 16,8 1,4
X716 % 26™ 330,9 267,9 71,57 23,5 1,2
X716 x 307 395,0 298,7 1,35 32,2 17,9
X715 x 147 269,9 224,1 13,48 20,4 4.8
X715 x 177 197,2 218,8 -43,47 9,9 -20,2
X715 x 217 259,4 239,6 -17,68 8,2 -10,2
X715 x 247 250,2 224.4 -4,96 11,5 3,1
X715 x 257 202,1 218,8 25,22 7,6 -18,1
X715 x 307 3122 226,6 37,74 37,8 18,9
X716 x 147 306,0 236,8 -12,35 29,2 18,8
X116 x 177 277,0 2314 -15,63 19,7 12,2
X716 x 217 3129 252,3 -26,09 24,0 8,4
X116 x 227 341,7 233,0 34,72 46,7 36,7
X716 x 247 276,6 2371 -40,49 16,7 71
X716 x 257 320,2 2314 30,86 384 29,7
X716 x 267 408,5 208,4 63,30 96,1 89,2
X716 x 307 310,6 239,2 -25,87 29,8 18,3
X719 x 147 4125 285,2 2,32 44,7 31,9
X119 x 177 358,7 279,8 -40,44 28,2 14,7
X119 x 217 462,4 300,7 26,95 53,8 47,9
X719 x 227 402,2 2814 -1,26 42,9 28,0
X719 x 247 414,1 2855 6,53 451 32,4
X719 x 257 348,7 279,8 -37,14 24,6 11,5
X719 x 307 492,2 287,6 59,29 71,1 57,4
* p<0,05; **p<0,01 0,0000%* 0,0000%* 0,9937™ 0,0248* 0,0042**

Xr1— povprecna vrednost F; generacije, X — povprecna vrednost obeh starSevskih komponent,
SCA — specifi¢na kombinacijska sposobnost, MPH — povpre¢na starSevska heteroza, BPH — heterobeltiozis
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Krystkowiak in sod. (2009) navajajo, da v vecini primerov ucinek heteroze med
posameznimi preuc¢evanimi lastnostmi ni ekvivalenten. To pomeni, da se v ve€ini primerov
pozitiven ucinek heteroze za neko lastnost ne prenasa Se na ostale preucevane lastnosti.
Rezultati statisti¢ne analize linijskih sort francoskih Zlahtniteljskih hi§ so potrdili izjemo,
ker se je izkazalo, da Stevilo klasov na rastlino in Stevilo zrn na rastlino statisticno znacilno
vplivata na pridelek zrnja na rastlino. V obeh sezonah je namreC ucinek heteroze (izrazen
kot MPH in BPH) za $tevilo klasov na rastlino in $tevilo zrn na rastlino pozitivno vplival
na ucinek heteroze za pridelek zrnja na rastlino (preglednica 13). Torej se je z visanjem
ravni heteroze za Stevilo klasov na rastlino in Stevilo zrn na rastlino visala tudi raven
heteroze za pridelek zrnja na rastlino, kar je razumljivo, saj ta dva parametra neposredno
vplivata na pridelek zrnja na rastlino.

4.2.2  Vrednosti kombinacijske sposobnosti v povezavi z u¢inkom heteroze za
linijske sorte Poljoprivrednog instituta Osijek

V nasprotju z rezultati Studije linijskih sort navadne pSenice francoskih zlahtniteljskih his
in njihovih F; hibridnih  kombinacij se je pri Studiji dvanajstih linijskih sort
Poljoprivrednog instituta Osijek in pripadajocih F; hibridnih kombinacij izkazalo, da ima
vrednost X statisticno znacilen vpliv na raven heteroze za pridelek zrnja. Na obeh lokacijah
se je namreC izkazalo, da se z viSanjem povprecnega pridelka zrnja obeh starSevskih
komponent (vrednost X) znizuje raven heteroze za pridelek zrnja (preglednica 18). Da je
priSlo do negativne povezave med obema opazovanima parametroma je tudi povsem
razumljivo iz genetskega in fizioloSkega vidika, ker je fizioloSki potencial vsake rastlinske
vrste povezan z njeno genetsko strukturo.

Pri testiranju KS linijskih sort Poljoprivrednog instituta Osijek se je izkazalo tudi, da ima
SKS materinih komponent statistiéno znacilno nizji vpliv na pridelek zrnja od PKS
(preglednica 16). V podobni studiji CIMMY T-a, ki je bila opravljena v sezonah 1997/98 in
1998/99 se je izkazalo nasprotno, SKS (aditivni uc¢inek genov) je v splosnem prevladovala
nad PKS (ne-aditivni u¢inek genov). Omenjena $tudija je temeljila na 148 Fy hibridih
navadne pSenice, ki so bili vzgojeni z uporabo sredstva za kemicno hibridizacijo
GENESIS® in bili testirani skupaj s starSevskimi komponentami in standardnimi sortami po
metodi slutajnega bloka s parcelicami velikosti 4,8 m? (Cukadar in Ginkel, 2001). Razlike
v rezultatih med obema Studijama lahko pojasnimo z genetsko variabilnostjo obeh dednin
oziroma mnozic starSevskih komponent, ki sta bili obravnavani v posamezni Studiji.
Dednina navadne pSenice mednarodnega centra CIMMYT namre¢ vkljucuje kultivarje
navadne pSenice iz zelo razlicnih regij na globalni ravni, medtem ko dednina
Poljoprivrednog instituta Osijek temelji na lokalno sprejemljivih domacih in tujih
kultivarjih navadne pSenice.
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Preglednica 16: Analiza variance za parametre, ki so bili obravnavani pri testiranju kombinacijske
sposobnosti linijskih sort Poljoprivrednog instituta Osijek

Table 16: Analysis of variance for the parameters involved in testing of combining ability of line
varieties of the Agricultural institute of Osijek

Vrednosti variance

Izvor variance SP
Pridelek zrnja Absolutna masa zrnja
Osijek
Ponovitve 3 418731,7"™ 47"
Krizanci 19 2456171,9 ** 31,3 **
Star§i 11 2529650,9 ** 79,8 **
Starsi : krizanci 1 4729269,5 ** 52,4 **
SKS linije 9 692542,0 ** 36,8 **
SKS testerji 1 22574672,0 ** 64,4 **
PKS 9 1984412,9 ** 22,2 **
Ostanek 93 620145,3 ** 2,6 **
Jablje pri
Trzinu
Ponovitve 3 22912000,7 ™ 41"
KriZanci 19 2042632,0 ** 32,3 **
Starsi 11 1104538,0 ** 64,7 **
Starsi : krizanci 1 1500064,8 ** 2234 **
SKS linije 9 630865,4 ** 38,2 **
SKS testerji 1 21217989,7 ** 67,9 **
PKS 9 1323803,4 ** 22,6 **
Ostanek 93 171668,4 ** 2,7 **

™ ni statisti¢no znagilnih razlik pri p > 0,05, " statisti¢na zna¢ilnost definirana prip <0,05in “prip<0,01

Preglednica 17: Vrednosti SKS pri statisti¢ni analizi linijskih sort Poljoprivrednog instituta Osijek

Table 17: GCA values in the statistical analysis of line varieties of the Agricultural institute of Osijek
Splos$na Osijek Jablje pri Trzinu
I;ggzsg:%(:tﬁka Pridelek zrnja AbSOI;:r%e;masa Pridelek zrnja  Absolutna masa zrnja
Linije (9)

C13 54,3 ¢ -1,70 ¢ -116,67 ¢ -1,76 %

C; 50 369,90 ® 3,16 416,67 ® 331

C; 48 86,1° -2,69°¢ 441,67 * -2,68°¢

C; 28 556,9 2 2,992 -333,33 ¢ 2,82°8

Cr 46 -16,0 © 0,37 58,33 ™° -0,39 ™

Cr 38 -395,8 1,24 ¢ -208,33 * 1,34 "

Cr 72 40" 1,05 © -366,67 ¢ 1,07°¢

Cr 42 -367,9°¢ -1,26 ¢ 175,00 ° -1,27¢

C: 73 -11,3°¢ 24,03 ® 0,00°¢ 2,56 %

Cr71 -171,5 % 1,49° -66,67 « 157"
Testerji (&)

C;51 -531,2° 0,902 515,00 ° 0,92°

C;52 531,22 -0,90° 515,00 ¢ -0,92°

Caritmeticne sredine oznadene z enakimi &rkami se statistiGno znagilno ne razlikujejo pri 95 % stopnji
zaupanja (Duncan-ov test)
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Visoka razlika med aditivnim (SKS) in ne-aditivnim (PKS) ucinkom genov v prid
aditivnega ucinka genov se je kot dober pokazatelj za uspesnost izkoriScanja heteroze v
dani dednini izkazala tudi v tej Studiji. Pri linijskih sortah francoskih Zlahtniteljskih hi§ je
raven povprecne starSevske heteroze za pridelek zrnja znasala od 30,33 % do 31,30 %, pri

linijskih sortah Poljoprivrednog instituta Osijek pa le od -3,56 do 3,82.

Preglednica 18: Analiza linearne regresije za linijske sorte Poljoprivrednog Instituta Osijek
Analysis of the linear regression for the line varieties of the Agricultural institute of Osijek

Table 18:

Linearna regresija — Iy

Pridelek zrnja'

Absolutna masa zrnja’*

Osijek
_ MPH -0,6607" -0,2857™
X BPH -0,6671** 0,4935"
MPH -0,0757" 0,2920"
SCA BPH -0,0802 ™ 0,3501™
Jablje pri Trzinu
_ MPH -0,7541" -0,2125™
X BPH -0,7603™ 0,4906"
MPH 0,0773n 0,5052"
SCA BPH 0,1362ns 0,3467m
Osijek MPH® BPH' MPH? BPH’
MPH! 0,95** -0,42™ -0,51*
BPH! 0,95%* -0,40™ -0,40™
MPH? -0,42™ -0,40™ 0,69%*
BPH? -0,51* -0,40™ 0,69%*
Jablje pri Trzinu
MPH? 0,98** -0,63** -0,59%*
BPH! 0,98* -0,56* -0,54*
MPH? -0,63** -0,56* 0,75%*
BPH? -0,509%* -0,54* 0,75%*

™ ni statisti¢no znagilnih razlik pri p > 0,05, " statistiéna znag&ilnost definirana pri p < 0,05in "~ pri p <0,01
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Preglednica 19: Vrednosti PKS in uc¢inek heteroze v F; generaciji za vse analizirane parametre — lokacija

Osijek

Preglednica 19: SCA values and heterosis effect in the F; generation for all analyzed parameters — location

Osijek

T. aestivum x T. aestivum —

Pridelek zrnja

Osijek Xr1 X SCA MPH BPH
X+13/517 8348,7 8049,1 278,50 37 8,4
X+50/51" 8346,9 8816,2 -278,50 5,3 -84
X+48/51 8007,1 8807,3 -147,60 9,1 21,1
X+ 28/51" 7623,1 9500,2 147,60 -19,8 =229
X+ 46/51™" 8802,2 8648,1 -203,60 1,8 34
X+ 38/51™" 78438 8190,9 203,60 4.2 -13,9
X+ 72/51™" 8679,4 8528,5 -1058,30 1,8 -4.8
X142/517" 78441 8566,8 1058,30 -84 -13,9
X+ 73/517" 77143 9004,7 -693,70 -14,3 -15,4
X+ 71/517 8036,2 8467,9 693,70 5,1 -11,8
X+ 13/52"" 8854,2 74742 115,00 18,5 11,2
X+50/52"" 9704,4 8241,3 -115,00 17,8 13,9
X+ 48/52"" 9476,7 8232,5 550,80 15,1 11,5
X+ 28/52"" 10802,2 8925,3 -550,80 21,0 9,3
X+ 46/52" 8477,3 8073,3 87,40 5,0 3,6
X+38/52"" 8676,2 7615,9 -87,40 13,9 9,0
X1 72/52" 8640,1 7953,6 -399,00 8,0 8,5
Xy42/52" 8731,7 7991,9 399,00 9,3 8,9
X+ 73/52" 9574,8 8429,8 -2,50 13,6 7,6
X+ 71/52" 8932,4 7893,0 2,50 13,2 12,2

* p<0,05; **p<0,01 0,0007** 0,0059** 1,0000™ 0,0000** 0,0000**
T. aestivum x T. aestivum — Absolutna masa zrnja

Osijek Xr1 X SCA MPH BPH
X+13/517" 45,8 42,6 0,20 7.4 -8,9
X+50/51 43,1 445 -0,20 3,2 -14,1
X+48/51 44,9 46,4 -1,00 3.3 -10,6
X+28/51 53,5 475 1,00 12,7 6,6
X+46/51 46,3 48,3 0,30 4,1 7.7
X+38/51" 49,3 49,5 -0,30 -0,5 -1,9
X+ 72/517" 471 49,1 3,20 4.1 -6,2
X742/517 452 478 -3,20 -5,6 -10,1
X+ 73/517" 51,7 48,1 -0,60 75 2,9
X+ 71/517" 46,3 47,7 0,60 3,1 7.9
X+13/52" 43,7 424 0,70 3,0 -12.3
X+50/52" 43,4 443 -0,70 2,1 -12,9
X+ 48/52"" 42,6 46,2 -1,20 7.9 -14,5
X+ 28/52"" 45,3 473 1,20 4,2 9,0
X+ 46/52" 45,7 48,1 -0,90 -4,9 8,1
X+38/524" 46,0 49,3 0,90 -6,6 -75
X 72/524" 47,8 48,9 2,00 2,2 -4,0
X+ 42/52" 45,1 47,6 -2,00 5,2 9,3
X+ 73/52"" 46,0 47,9 -2,50 -4,0 7.7
X+ 71/52 49,5 475 2,50 43 0,5

* p<0,05; **p<0,01 0,1523™ 0,8358"™ 1,0000™ 0,1746™ 0,2651™

Xr1— povprecna vrednost F; generacije, X — povprecna vrednost obeh starSevskih komponent,
SCA — specifi¢na kombinacijska sposobnost, MPH — povpre¢na starSevska heteroza, BPH — heterobeltiozis
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Preglednica 20: Vrednosti PKS in uc¢inek heteroze v F; generaciji za vse analizirane parametre — lokacija
Jablje pri Trzinu

Preglednica 20: SCA values and heterosis effect in the F; generation for all analyzed parameters — location
Jablje near Trzin

T. aestivum x T. Pridelek zrnja
aestivum —_Jablje pri % % SCA MPH BPH
Trzinu

X+13/517 5916,7 7266,7 -226,70 -18,6 225
X+50/51" 6816,7 7400,0 226,70 7.9 -10,7
X+48/51" 7083,3 7358,3 140,00 3,7 7.2
X+ 28/51™ 5083,3 78417 -140,00 -35,2 -36,9
X+ 46/51™" 6583,3 7258,3 381,70 9,3 -13,8
X+38/51"™ 5966,7 6875,0 -381,70 -13,2 21,8
X+ 72/517" 6533,3 7158,3 -843,30 8,7 -14,4
X+42/517" 6233,3 7191,7 843,30 -13,3 -18,3
X+ 73/51 6100,0 7558,3 265,00 -19,3 -20,1
X+ 71/517 6283,3 7100,0 -265,00 -11,5 17,7
X+ 13/524" 7400,0 6783,3 -85,00 9,1 7.3
X+50/52" 7566,7 6916,7 85,00 9,4 5,6
X+ 48/52"" 7350,0 6875,0 640,00 6,9 38
X+ 28/52"" 7800,0 7358,3 -640,00 6,0 31
X+46/52" 7083,3 6775,0 -201,70 4.6 2,9
X+38/52"" 7166,7 6391,7 201,70 12,1 75
X1 72/52" 6283,3 6675,0 -160,00 -5,9 -6,0
X142/52" 7666,7 6708,3 160,00 14,3 13,6
X+ 73/52" 7450,0 7075,0 90,00 5.3 -0,5
X7 71/52" 71333 6616,7 -90,00 7.8 7,0

*p<0,05 **p<001  0,0002** 0,0007** 1,0000™ 0,0000** 0,0000**

T. aestivum x T. Absolutna masa zrnja
aestivum —_Jablje pri et 5 SCA MPH BPH
Trzinu

X+13/517 48,0 43,6 0,20 10,3 -5,2
X+50/51" 45,3 45,8 -0,20 -1,2 -10,7
X+48/51 47,3 47,6 -1,00 -0,5 -6,6
X+28/51 55,5 48,7 1,00 13,8 9,4
X+46/51 48,6 48,9 0,40 -0,5 -4,0
X+38/51" 51,7 49,4 -0,40 4.6 2,0
X+ 72/517" 49,4 477 3,00 35 2,6
X742/517 47.4 48,8 -3,00 2,8 -6,4
X+ 73/517" 54,2 49,7 -0,60 9,0 7,0
X+ 71/517" 48,5 48,3 0,60 0,4 -4.3
X+ 13/524" 45,8 434 0,80 54 9,2
X+50/52"" 45,5 45,7 -0,80 -0,5 9,8
X+ 48/52"" 44,7 47,5 -1,30 -5,9 -11,4
X+ 28/524" 47,5 48,6 1,30 2,2 -5,8
X+ 46/52" 47,9 48,7 -0,90 1,7 -5,0
X+38/524" 48,3 49,3 0,90 2,0 4,2
X1 72/52" 50,2 47,6 2,10 54 -0,5
Xy42/52" 474 48,7 -2,10 2.7 -6,1
X+ 73/52" 48,3 49,6 2,70 2,8 -4.4
X+ 71/52" 52,0 48,2 2,70 7.9 31

* p<0,05; **p<0,01 0,1551"™ 0,8874™ 1,0000™ 0,1354™ 0,2060™

Xr1— povprecna vrednost F; generacije, X — povprecna vrednost obeh starSevskih komponent,
SCA — specifi¢na kombinacijska sposobnost, MPH — povpre¢na starSevska heteroza, BPH — heterobeltiozis
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Testiranje KS linijskih sort navadne pSenice Poljoprivrednog instituta Osijek je temeljilo
na kemiéni indukciji moske sterilnosti z uporabo sredstva CROISOR® 100. Uporaba
navedenega sredstva je bila v sezoni 2009/10 predhodno preizkuSena pri pridelavi
hibridnega semena navadne pSenice poskusne kombinacije Xt 6/21 (cv. Inoui x cv.
Ludwig). Stopnja hibridnosti semena poskusne kombinacije Xt 6/21 ob upostevanju
navodil podjetja SAATEN-UNION Rercherche s.a.s ni dosegla zakonsko dolocene meje
(min. 95 %). Za testiranje KS linijskih sort navadne psenice Poljoprivrednog instituta
Osijek je bil zato postopek za kemicno indukcijo moske sterilnosti izveden pri visjih
porabah aktivne snovi na enoto povrsine. Kljub temu so bila med obema lokacijama za
pridelavo hibridnega semena (Krog pri Murski Soboti in Osijek) opazne razlike v
ucéinkovitosti komercialnega sredstva za kemi¢no hibridizacijo. Zaradi tega bo postopek za
kemicno hibridizacijo navadne pSenice v naslednjih letih Se dodatno modificiran z uporabo
ucinkovitejSega surfaktanta.

4.2.3 Kvantitativna analiza heteroze v skupini heksaploidnih ps$enic z genomsko
strukturo AABBDD

Za pridelek zrnja na enoto povr$ine oziroma pridelek zrnja na rastlino, kot najpomembne;jsi
preucevani parameter v nasi Studiji, je najvisja raven povprecne starSevske heteroze pri
linijskih sortah francoskih Zlahtniteljskih hi§ znaSala od 92,85 % (sezona 2010/11) do
95,96 % (sezona 2011/12), pri linijskih sortah Poljoprivrednog instituta Osijek pa od 14,29
% (Jablje pri Trzinu) do 21,03 % (Osijek). Najvisja vrednost za heterobeltiozis je pri
linjjskih sortah francoskih Zzlahtniteljskih hi§ znaSala od 89,71 % (sezona 2010/11) do
91,58 % (sezona 2011/12), pri linijskih sortah Poljoprivrednog instituta Osijek pa od 13,58
% (Jablje pri Trzinu) do 13,91 % (Osijek) (preglednice 14, 15, 19, 20). Navedene vrednosti
ne odstopajo od rezultatov podobnih Studij. Pickett (1993) navaja, da lahko vrednosti za
heterobeltiozis pri navadni pSenici, ko so meritve opravljene na posamezni rastlini znasajo
tudi do 160,4 %, ob upostevanju gostote setve, ki se priblizuje setveni gostoti standardnih
sort, pa da te vrednosti sezejo do 40,7 %.

Cisar in Cooper (2002) sta mnenja, da tipi¢na distribucija standardne heteroze (vrednost
SH) za pridelek zrnja F; hibridnih kombinacij zavzema obliko normalne porazdelitve. V
nasi Studiji pri nobeni preucevani dednini (linijske sorte francoskih Zlahtniteljskih hi§ in
Poljoprivrednog instituta Osijek) vrednosti za razliko med pridelkom zrnja F; krizancev in
standardnim kultivarjem niso zavzemale oblike normalne porazdelitve. Z integriranjem
funkcij, katerih premice oziroma krivulje so prikazane v slikah 15 in 16 namre¢ nikoli
nismo dobili enakih vrednosti za plos¢ine nad in pod abscisno osjo (uposteve so le najvisje
vy vrednosti). Predvidevamo, da je glavni razlog za to, da vrednosti ne zavzemajo obliko
normalne porazdelitve v majhnem Stevilu preucevanih F; hibridnih kombinacij in
predselekciji starSevskih komponent.
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Slika 15: Distribucija heteroze za pridelek zrnja pri $tudiju linijskih sort francoskih Zlahtniteljskih hi§
Figure 15: Heterosis distribution for the grain yield in the study of line varieties of the french breeding
houses
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Osijek

Heterosis distribution for the grain yield in the study of line varieties of the Agricultural
institute of Osijek

Kvantitativna analiza heteroze v dveh razli¢nih dedninah navadne pSenice je pokazala, da
obstaja potencial za izkoris¢anje heteroze v smislu razvoja hibridnih sort, vendar je iz
komercialnega vidika nujno dvigniti raven standardne heteroze. Raven standardne heteroze
je mozno dvigniti s poveCanjem S$tevila testiranih F; hibridnih kombinacij in z zvisanjem
genetske raznolikosti v dani dednini. Stevilo testiranih F; hibridnih kombinacij zavisi od
tehni¢nih zmogljivosti in velikosti dednine, genetsko raznolikost starSevskih komponent pa
je mozno zvisati na dva nacina (Longin in sod., 2012; Morten, 2012):
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- Z recipro¢nimi krizanji med jarimi in ozimnimi akcesijami navadne pSenice,
-z med-vrstnimi in znotrajvrstnimi krizanji,
-z oblikovanjem heteroti¢nih avto in alopoliploidov (angl. synthetic wheat).

Longin in sod. (2012) navajajo, da je krizanje med ozimnimi in jarimi formami navadne
pSenice sicer perspektivno za zviSanje ravni povpre¢ne starSevske heteroze in
heterebeltiozisa za pridelek zrnja, vendar pa to pogosto vodi do tezav z odpornostjo na
nizke temperature, spremenijo se zahteve glede vernalizacije in lahko pride do nezazelenih
fotoperiodi¢nih reakcij. Zaradi tega smo v nasi Studiji raje preverili vpliv sorodnikov
navadne pSenice z genomsko strukturo AABBDD na raven heteroze za pridelek zrnja na
rastlino, Stevilo klasov na rastlino in vi$ino rastline.

Statistina analiza, Ki je obsegala 39 znotrajvrstnin F; krizancev (od prvotnih 43
znotrajvrstnih F; krizancev so Stirje krizanci T. aestivum subsp. vulgare x T. aestivum
subsp. petropavlovskyi zaradi hibridne nekroze propadli), pri tem ni potrdila visjih
vrednosti za povprecno starSevsko heterozo in heterobeltiozis za pridelek zrnja v
primerjavi s predhodnima Studijama, opravljenima na linijskih sortah francoskih
zlahtniteljskih hi$ in Poljoprivrednog instituta Osijek. Povprecna starSevska heteroza za
pridelek zrnja na rastlino je za vse analizirane znotrajvrstne F; krizance znasala le 2,52 %,
heterobeltiozis je pa pod enakimi pogoji dosegel celo negativho vrednost -17,69 %
(preglednica 21).

Z naSimi rezultati ne moremo potrditi, da akcesije pire (Triticum spelta) predstavljajo
heteroti¢no skupino, s katero je moZno izboljSati raven heteroze v dednini navadne pSenice
kot to navajajo Qixin in sod. (1997) ter Winzeler in sod. (1994). Kljub temu pa lahko
trdimo, da sorodniki navadne pSenice, ki imajo podobno genomsko strukturo kot navadna
pSenica (genom BAD) tudi omogocajo doseganje visoke ravni heteroze za pridelek zrnja.
Konkreten primer je znotrajvrstni F; krizanec Garcia x T. sphaerococcum (Stevilka
akcesije 01C0201227), ki glede na vrednost povprecne starSevske heteroze za pridelek
zrnja (upoStevana je posamezna rastlina) presega vecino Fi krizancev, zajetih v Studiji
linijskih sort francoskih Zlahtniteljskih hi§, poleg tega pa pri istoimenskem parametru
dosega tudi pozitivno vrednost za heterobeltiozis.
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Preglednica 21: Ug¢inek heteroze 39 znotrajvrstnih F; krizancev

Table 21: Heterosis effect of 39 intra-specific F; hybrids
Stevilo klasov na Viking rastline Pridelek zrnja na

Znotrajvrstni F; Krizanci rastlino rastlino

X MPH BPH X MPH BPH X MPH BPH
Ct 19 x KM 93-2000 6,8 -114 -17,1 90,4 8,0 -8,8 135 284 -104
C+ 19 x Epeautre Nain 8,1 25  -147 923 9,0 -8,6 13,9 195 -7,8
Ct 19 x Schwabenspelz 9,7 75 -110 984 36 -191 121 43 -19;7
C+ 6 x Steiners tiroler dinkel 71 -126 -21,0 101,7 55 -152 96 -92 -353
Ct 6 x Epeautre Nain 8,0 42  -16,1 95,6 99 54 10,1 -128 -324
Ct 6 x Ostar 10,0 -03 -226 1024 -1,3 -239 11,3 -57 -241
Ct 6 x Zeiners weisser dinkel 74 -128 -245 81,2 -13 -114 8,7 -16,3 -419
Cr 16 x Rouquin 10,1 12,3 -15,2 932 35 -149 12,2 15,8 15,3
Cr 16 x Desyanthum-Tabor 8,6 18,9 2,4 92,7 14 -174 80 -11,8 -23,7
Ct 16 x Blauer kolbendinkel 10,3 21,2 -58 103,2 11,3 -10,1 10,8 6,0 3,0
Ct 15 x Tmava 8,7 32 -14,2 96,6 10,3 1,4 11,4 18,2 16,9
Ct 15x Gentile-tabor 9,8 8,8 -134 99,9 114 0,4 12,1 234 23,2
Ct 15 x Redoute 7,6 0,1 -102 1019 25 -144 81 24 -175
Ct 15 x Rouquin 11,4 22,5 -4,2 9%54 08 -12,9 109 7.3 3,3
C+ 3 x Baettig-Niederwill 11,0 42 -251 98,2 154 -1,8 13,3 20,9 15,5
Ct3 x Ostar 72 -255 -443 99,1 -3,1 -26,3 89 -88 -150
C+ 19 x Harrisson barbee 54 -6,6 -239 80,2 8,0 0,1 89 -136 -41,3
C+ 19 x Tiroler frueher binkel 6,0 98 -159 84,6 8,4 -3,5 91 -17,1 -39,9
Ct 1 x Blauroter binkel 85 56,3 25,4 94,4 10,7 -3,3 143 434 36,1
Ct 1 x Little club 6,1 39,6 31,9 752 05 -1,9 11,4 15,3 10,4
C+ 1 x Harrisson barbee 4.3 0,7 -3,8 79,0 3,1 -1,5 1,7 3,7 -185
C1 6 x Tiroler frueher binkel 7,7 15,9 7,8 853 6,2 2,7 10,2 -5,7 -31,3
C1 6 x Blauroter binkel 7,6 8,5 5,6 90,3 59 -7,5 16,5 29,6 10,6
Ct 16 x Shloucena 52 91 -14,0 884 1,8 -143 6,9 -95 -344
C+ 15 x Blauroter binkel 7,7 14,7 14,0 96,9 9,2 -0,8 12,8 26,0 21,6
C+ 15 x Harrisson barbee 59 45 -12,7 839 49 4,7 85 115 -135
C+ 3 x Tiroler frueher binkel 56 -119 -13,7 80,2 1,6 -8,5 81 -60 -226
Ct 19 x T. sphaerococcum... 12,3 36,7 13,2 90,0 104 -4,9 17,1 60,5 13,2
Ct 19 x Ruzyne 10,1 70 -141 958 12,1 -6,6 11,0 9,7 -27,0
Ct6 x T. sphaerococcum... 11,7 29,9 7,7 91,0 8,6 -3,9 16,5 56,2 10,6
C1 6 x Ruzyne 9,9 46 -159 926 55 -9,7 94 -52 -36,7
C+3 x Kolandi 7,6 98 -27.1 898 7,2 -7,8 6,8 -145 -354
C13 x Ruzyne 8,8 -36 -255 92,7 74 -9,6 71 -74  -31,7
Ct 1 x T. macha..(IPK) 6,2 20 -232 107,3 149 -5,7 59 -79 -38,0
C 16 x T. macha..(IPK) 8,4 19,1 42 1033 121 -9,2 51 -254 -51,0
Ct 15 x T. macha..(IPK) 7,9 7,2 -2,1 106,6 10,2 -6,2 6,2 -53 -36,8
Ct 15 x T. macha..(St Peter.) 8,7 -3,0 -224 100,7 7,2 -6,7 49 -256 -49,6
Ct 1 x T. vavilovii (Lenin.) 6,6 -174 -443 1111 9,2 -148 3,5 44,7 -63,3
Ct 6x T. vavilovii..(Leningrad) 9,3 -20 -211 109,3 75 -16,2 44 514 -70,7
* p<0,05 **p<0,01 0,2 0,00 0,0 0,0 06" 0,3" 0,0** 0,0** 0,0**

X — povprecna vrednost obeh starSevskih komponent, MPH — povprec¢na starSevska heteroza,
BPH — heterobeltiozis
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5 SKLEPI

- Analiza morfologije pelodnih zrn rastlin, ki so bile tretirane z derivatom oksanilne
navadni pSenici (4-bromooksanilna kislina) in sredstvom za kemi¢no hibridizacijo
CROISOR"™ 100 je pokazala visoko stopnjo podobnosti. To dodatno potrjuje
navedbe tujih avtorjev, da derivati oksanilne kisline in substituirani kinolini, kot je
na primer aktivna snov sintofen, inducirajo mosko sterilnost pri navadni pSenici
(Triticum aestivum) na podoben nacin (inhibicija mikrosporogeneze).

- Najucinkovitejsi derivati oksanilne kisline (npr. 4-bromooksanilna kislina) se
priblizajo, oziroma dosezeje podobno visok odstotek moske sterilnosti pri navadni
pSenici kot sredstvo za kemic¢no hibridizacijo CROISOR®™ 100 samo pri poznejsi
aplikaciji in pri visji porabi aktivne snovi.

- Delovanje sredstva CROISOR™ 100 je v primerjavi z derivatom oksanilne kisline,
pSenici (4-bromooksanilna kislina) manj selektivno. Pri preizkuSanju navedenih
kemikalij na Sestih razli¢nih kultivarjih navadne pSenice Se je ob upoStevanju
navodil za aplikacijo sredstva CROISOR® 100 izkazalo, da derivat 4-
bromooksanilna kislina deluje na tretirane rastline manj fitotoksi¢no, kar pomeni
manjSa redukcija viSine rastline in Stevila klaskov.

- Na podlagi u€inkovitosti derivatov oksanilne kisline v smislu indukcije moske
sterilnosti pri navadni psenici in njihove selektivnosti lahko sklepamo, da v tej
skupini kemikalij obstaja potencial za razvoj sodobnih sredstev za kemicno
hibridizacijo.

- Statisti¢na analiza kombinacijske sposobnosti in u¢inka heteroze za pridelek zrnja
je pri obeh preucevanih dedninah navadne pSenice pokazala, da ima viSanje
produktivnosti obeh starSevskih komponent (vrednost X) prej negativni kot
pozitivni vpliv na ucinek heteroze za pridelek zrnja, izrazen z MPH in BPH
vrednostjo.

- DosezZeni rezultati pri statisticni analizi kombinacijske sposobnosti in ucinka
heteroze za pridelek zrnja dodatno potrjujejo Ze znano dejstvo, da je predpogoj za
ucinkovito izkoris¢anje heteroze v dani dednini navadne pSenice doseganje
visokih vrednosti za specificno kombinacijsko sposobnost.
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- Prevladujo¢ vpliv aditivnega u¢inka genov (splosna kombinacijska sposobnost)
nad ne-aditivnim uc¢inkom genov (specifi¢cna kombinacijska sposobnost) je dober
pokazatelj za u¢inkovito izkori$¢anje heteroze v dani dednini navadne pSenice.

- Oblikovanje F; krizancev med navadno pSenico in njenimi sorodniki s podobnim
genomom, kot ga ima navadna pSenica (genom BAD), lahko rezultira s
potencialom za pridelek zrnja na posamezno rastlino, ki je vi§ji od potenciala
najproduktivnejsih F1 krizancev T. aestivum subsp. vulgare x T. aestivum. subsp.
vulgare.

- Statisti¢na analiza kombinacijske sposobnosti in kvantitativna analiza heteroze v
obeh preucevanih dedninah navadne pSenice potrjujeta potencial za komercialni
razvoj hibridnih sort, vendar pa je za vecjo konkurencnost potrebno povecati
Stevilo testiranih F1 hibridnih kombinacij.
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6 POVZETEK (SUMMARY)
6.1 POVZETEK

Rast svetovnega prebivalstva mocno vpliva na dogajanje povezano s pridelavo pSenice
(Triticum spp.). Ob upostevanju, da se povrSine namenjene pridelavi pSenice na globalni
ravni v zadnjih dvajsetih letih stalno znizujejo, svetovni trend porabe pSenice pa kaze
stalno rast, predstavlja edino resitev pred pomanjkanjem te vrste zita hitrej$a rast pridelkov
na lokalni, regionalni, drzavni in svetovni ravni (Grain ..., 2012). Danes se na obmocju
Osrednje Evrope letni prispevek zlahtnjenja k rasti povpre¢nega pridelka zrnja navadne
pSenice (Triticum aestivum L.) prakti¢no ne pozna, kar pomeni, da bo potrebno v bliznji
prihodnosti preiti na ucinkovitejSe pristope za razvoj novih sort navadne pSenice. To
pomeni, da bo potrebno najti alternativo linijskim sortam navadne pSenice na katerih danes
skoraj v celoti temelji pridelava pSenice. Zaradi genetske strukture sort, ki je mozna pri
samoprasnih vrstah zit se po vecletnem zatonu ponovno v ospredje postavlja razvoj
hibridnih sort navadne psenice, ki omogocajo izkoriS¢anje genetskega fenomena heteroze
(Longin in sod., 2012).

Komercialno izkoris¢anje heteroze (genetski fenomen, ki se ga najpogosteje povezuje s
superiornim stanjem heterozigotnega potomstva prve filialne generacije nad homozigotno
starSevsko generacijo) je najdlje znano pri tujeprasnih rastlinskih vrstah, kot sta koruza
(Zea mays L.) in rz (Secale cereale L.). Pri izrazito samopras$nih rastlinskih vrstah, kot je
na primer navadna pSenica, so se v preteklosti Stevilni poskusi za izkoriS€anje tega
genetskega fenomena koncali neuspesno, oziroma so dosegli omejen uspeh. Glavni razlog
za to predstavljajo zahtevni postopki indukcije moske sterilnosti, ki pri samoprasnih
rastlinskih vrstah omogocajo tujeprasnost (0snovni pogoj za pridelavo hibridnega semena).
Za indukcijo moske sterilnosti pri navadni pSenici so bili v preteklosti predlagani razli¢ni
pristopi na genetski, kemi¢ni in transgeni ravni. Danes razvoj hibridnih sort navadne
pSenice najpogosteje temelji na uporabi sredstev za kemi¢no hibridizacijo (Longin in sod.,
2012).

Na obmocju Evropske Skupnosti ima danes dovoljenje za uporabo izdano le sredstvo za
kemic¢no hibridizacijo CROISOR® 100 (aktivna snov sintofen). To dovoljenje je zaenkrat
omejeno le na obmocje Francije, potekajo pa postopki za razsiritev tega dovoljenja na
ostale c¢lanice Evropske skupnosti (Lein, 2012). Glavna pomanjkljivost sredstva
CROISOR® 100 je ozek interval za aplikacijo, ko lahko aktivna snov sintofen inducira
zadovoljivo stopnjo moske sterilnosti (> 98 %). Na osnovi predhodne Studije Chakraborty-
ja in Devakumar-ja (2006), ki obravnava podobno tematiko smo se odlo¢ili, da preverimo
ucinkovitost in selektivnost delovanja derivatov oksanilne kisline v smislu indukcije moske
sterilnosti pri navadni pSenici v primerjavi z Ze uveljavljenim sredstvom CROISOR® 100.
V ta namen smo devet derivatov oksanilne kisline, ki so bili sintetizirani in modificirani v
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vodotopno stanje na Odseku za organsko in fizikalno kemijo, Instituta "Jozef Stefan™ (etil
4-bromooksanilat, etil 4-cianooksanilat, etil 4-fluorooksanilat in njihovi analogi v obliki
Kislin in soli) preizkuSali skupaj s sredstvom CROISOR® 100 dve sezoni (2009/10 in
2010/11) na dveh lokacijah (Jablje pri Trzinu in Krog pri Murski Soboti). Poljski poskus je
pri tem poleg faktorja aktivna snov vkljuceval se faktorja fenofaza in porabo aktivne snovi.

Rezultati statistiCne analize so pokazali, da najucinkovitejsi derivat oksanilne kisline (4-
bromooksanilna kislina) dosega uc¢inkovitost sredstva CROISOR® 100 vendar pa samo pri
visji porabi aktivne snovi in v poznejsi fazi organogeneze. Sredstvo CROISOR® 100 se je
zadovoljivemu odstotku moske sterilnosti, ki mora biti dosezen pri pridelavi hibridnega
semena navadne psenice (> 98 %) priblizalo oz. ga je preseglo vecinoma ze pri drugi
porabi aktivne snovi (1400 g ha™) in to pri vseh fenofazah. Na drugi strani je 4-
bromooksanilna kislina zazeljeno uc¢inkovitost dosegla pri visjih porabah aktivne snovi (od
2100 g ha™ naprej) in to takrat, ko je bilo socvetje navadne pSenice ve¢inoma daljse od 15
mm.

Razvoj sodobnih sredstev za kemic¢no hibridizacijo se nadaljuje predvsem v smeri
doseganja boljse selektivnosti gametocidnega delovanja ter manjSega vpliva na okolje.
odstotek moske sterilnosti (4-bromooksanilna kislina) in sredstvom CROISOR® 100 je
pokazala Stevilne podobnosti glede morfologije. To dodatno potrjuje navedbe tujih
avtorjev, da derivati oksanilne Kisline in substituirani kinolini (npr. aktivna snov sintofen)
inducirajo mosko sterilnost pri navadni pSenici na podoben nacin (inhibicija
mikrosporogeneze). Temelje¢ na uc¢inkovitem delovanju 4-bromooksanilne kisline in njeni
podobnosti s sredstvom CROISOR® 100 kar se ti¢e na¢ina delovanja smo v sezoni 2010/11
na lokaciji Jablje pri Trzinu preverili Se selektivnost obeh aktivnih snovi (4-
bromooksanilne kislina in sintofen). V tem poskusu, ki je poleg faktorja aktivna snov
obsegal Se faktor genotip (Sest razli¢nih kultivarjev navadne pSenice) in faktor fenofaza se
je izkazalo, da je delovanje sredstva CROISOR® 100 manj selektivno v primerjavi s 4-
bromooksanilno kislino. Aktivna snov sintofen je sicer dosegla statisticno znacilno visji
odstotek moske sterilnosti, vendar pa je za njeno delovanje bila znacilna izrazita
fitotoksi¢nost. V primerjavi s kontrolo (brez tretiranja) je najvi§ja redukcija visSine
tretiranih rastlin pri uporabi sredstva CROISOR® 100 znasala 21,4 %, pri uporabi 4-
bromooksanilne kisline pa le 8,9 %.

Poleg ucinkovitega sistema za indukcijo moske sterilnosti predstavlja pogoj za uspesno
izkori$€anje heteroze pri navadni pSenici tudi dednina na kateri temelji razvoj hibridnih
sort. V nasi raziskavi smo potencial za razvoj hibridnih sort navadne pSenice dolo¢ili pri
dveh dedninah, ki sta na obmocju Republike Slovenije najSirSe zastopani (linijske sorte
francoskih zlahtniteljskih hi§ in linijske sorte Poljoprivrednog instituta Osijek). Za
stiringjst  linijskih  sort francoskih zlahtniteljskih hi§ in dvanajst linijskih sort
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Poljoprivrednog instituta Osijek je bil potencial za razvoj hibridnih sort ocenjen s
testiranjem kombinacijske sposobnosti in dolocitvijo ravni heteroze, ki so jo dosegli
testirani F; hibridi.

Testiranje kombinacijske sposobnosti je pri obeh dedninah temeljilo na modelu Linija X
Tester. V statistiéno analizo kombinacijske sposobnosti linijskih sort francoskih
zlahtniteljskih his$ je bilo vkljucenih 42 F; krizancev (6 linij x 8 testerjev), katerih seme je
bilo pridobljeno s pomodcjo klasi¢éne emaskulacije. Hibridno seme je bilo v sezonah
2010/11 in 2011/12 na Selekcijskem centru Ptuj posejano skupaj s pripadajocimi
starSevskimi komponentami in standardnim kultivarjem po metodi slucajnega bloka s
Stirimi ponovitvami. Za namen testiranja kombinacijske sposobnosti dvanajstih linijskih
sort Poljoprivrednog instituta Osijek je bilo s pomo¢jo sredstva CROISOR® 100 v sezoni
2010/11 na lokacijah Osijek in Krog pri Murski Soboti pridelano seme 20 F; krizancev (10
linij x 2 testerja). Ti krizanci so bili v sezoni 2011/12 skupaj s pripadajocimi starSevskimi
komponentami in standardnim kultivarjem posejani po metodi slu¢ajnega bloka s $tirimi
ponovitvami na lokacijah Osijek in Jablje pri Trzinu. Dimenzije posamezne parcelice so
znasale 7,5 m x 1 m. Pri tem je potrebno poudariti, da je bil postopek za pridelavo
hibridnega semena s pomocjo kemi¢ne hibridizacije preverjen v sezoni 2009/10 na lokaciji
Krog pri Murski Soboti.

Statisti¢na analiza kombinacijske sposobnosti je bila pri obeh dedninah opravljena s
pomocjo programa AGROBASE Generation 11® (AGROBASE ..., 2012) in je temeljila na
dolo¢itvi aditivnega uéinka genov (splosna kombinacijska sposobnost) in ne-aditivnega
ucinka genov (specificna kombinacijska sposobnost). Rezultati statistiCne analize so
pokazali, da je bil vpliv aditivnega in ne-aditivnega uc¢inka genov v obeh sezonah oziroma
na obeh lokacijah statisti¢no znacilen za vse obravnavane parametre. Pri tem se je tudi v
nasi raziskavi izkazalo, da je velika razlika med aditivnim in neaditivnim u¢inkom genov v
prid aditivnega ucinka genov dober pokazatelj za uspeSno izkori$€anje heteroze v dani
dednini.

Kvantitativna analiza heteroze je v obeh dedninah navadne pSenice, ki sta najSirSe
zastopani na obmocju Republike Slovenije potrdila, da obstaja potencial za razvoj
hibridnih sort. Najvi§ja raven povprecne starSevske heteroze za pridelek zrnja kot
najpomembnejSi preucevani parameter je pri F; krizancih, ki so temeljili na linijskih sortah
francoskih Zlahtniteljskih hi$ znasala 95,96 %, pri linijskih sortah Poljoprivrednog instituta
Osijek pa 14,29 %. Da bi preverili moznost za dodatno zviSanje ravni heteroze v dani
dednini navadne pSenice smo v sezoni 2010/11 na Selekcijskem centru Ptuj opravili
znotrajvrstna (angl. intra-specific) krizanja med navadno pSenico in njenimi sorodniki S
podobnim genomom (genom BAD). V statisti¢ni analizi je bilo zajetih 39 znotrajvrstnih F;
krizancev, ki so bili v sezoni 2011/12 posejani skupaj s pripadajoimi starSevskimi
komponentami na Selekcijskem centru Ptuj (slu¢ajni blok s tremi ponovitvami). Rezultati
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analize so pokazali, da lahko oblikovanje znotrajvrstnih F; krizancev rezultira z visokim
heteroticnim ucinkom. Konkreten primer je znotrajvrstni F; krizanec Garcia x T.
sphaerococcum (Stevilka akcesije 01C0201227), ki glede na vrednost povpreéne starSevske
heteroze za pridelek zrnja (upoStevana je posamezna rastlina) presega vecino F; krizancev,
ki temeljijo na linijskih sortah francoskih Zlahtniteljskih his.

Ob upostevanju vsega napisanega lahko zaklju¢imo, da opravljena Studija vseskozi temelji
na bazi¢nih raziskavah, ki poskusajo skozi oblikovanje F; krizancev doseci aplikativno
uporabno vrednost.

6.2 SUMMARY

The human population growth has an important impact on the activities related to the
production and cultivation of wheat (Triticum spp.). Considering that within the last twenty
years areas intended for wheat production have been constantly shrinking on a global level
and the global wheat consumption trend indicates a steady increase, the only solution
against the shortage of this cereal species seems to be a faster growth of yield on a local,
regional, national and global level (Grain ..., 2012). In the Central Europe, the annual
contribution of breeding work to the growth of an average grain yield of common wheat
(Triticum aestivum L.) practically isn’t evident. This means that in the near future it will be
necessary to find an alternatives for inbred varieties which now prevailing in the wheat
production. According to several authors the alternative to inbred varieties represent the
development of hybrid varieties which allow the exploitation of genetic phenomenon
heterosis (Longin in sod., 2012).

Commercial exploitation of heterosis (genetic phenomenon, which is most commonly
associated with the superiority of first filial generation over the homozygous parental
generation) has for a long time been known in open-pollinated plant species, such as maize
(Zea mays L.) and rye (Secale cereale L.). In markedly self-pollinated plant species, such
as common wheat, for example, past numerous attempts to exploit this genetic
phenomenon either failed ingloriously or have achieved limited success. The main reason
for this can be found in challenging procedures for the induction of male sterility, which in
case of self-pollinated plant varieties enable open-pollination — the primary condition for
the hybrid seed production. As regards the induction of male sterility in common wheat,
various approaches on genetic, chemical and transgenic level have been proposed in the
past. Nowadays the development of hybrid varieties of common wheat is most frequently
based on the application of chemical hybridizing agents (Longin in sod., 2012).

Presently, in the European Union only a chemical hybridizing agent CROISOR® 100
(active substance sintofen) has been granted license for use. This license is currently
limited only to the territory of France, however, procedures for extending this licence to
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other members of the European Union are underway (Lein, 2012). The main deficieny of
CROISOR® 100 is a narrow application interval in which the active substance sintofen can
induce a satisfactory level of male sterility (> 98%). On the basis of a preliminary study
conducted by Chakraborty and Devakumar (2006), which discusses a similar subject
matter, we have decided to test the efficiency and selectivity of oxanilic acid derivatives in
terms of potential chemical hybridizing agents for common wheat. For this purpose, nine
oxanilic acid derivatives, which were synthesized and modified to a water-soluble state at
the Laboratory of Organic and Bioorganic Chemistry at the Institute "Jozef Stefan" (ethyl
4-bromooxanilate, ethyl 4-cyanooxanilate, ethyl 4-fluorooxanilate and their analogues in
the form of acids and salts), have been undergoing tests together with CROISOR® 100 for
two seasons (2009/10 and 2010/11) on two locations (Jablje near Trzin and Krog near
Murska Sobota). In addition to the active substance factor, the field trial also included
factors phenophase and dose.

The results of the statistical analysis showed that the most effective oxanilic acid derivative
(4-bromo oxanilic acid) achieved the efficiency of the agent CROISOR® 100, but in the
higher doses and in the subsequent phenophase. CROISOR® 100 got closer to the
satisfactory percentage of male sterility, which should be reached in the hybrid seed
production of the common wheat (> 98%), or exceeded this percentage in most cases as
early as in the second dose (14009 ha) in all studied phenophases. On the other hand, 4-
bromo oxanilic acid, in most cases, achieved the desired efficiency in higher consumption
of the active substance (from 2,100 g ha™ onwards) and namely when the inflorescence of
common wheat was longer than 15mm.

The development of contemporary chemical hybridizing agents is moving towards
achieving better selectivity of gametocidal activity and less harmful environmental impact,
in particular. The analysis of pollen grains of plants treated with the oxanilic acid
derivative, which has induced the highest percentage of male sterility (4-bromo oxanilic
acid) and CROISOR® 100, showed numerous similarities as regards their morphology.
This further confirms statements of several authors that oxanilic acid derivatives and
substituted quinolines (such as the active substance sintofen) induce male sterility in
common wheat in a similar manner (microsporogenesis inhibition). Based on effective
activity of 4-bromo oxanilic acid and its similarity to CROISOR® 100 as regards the
manner of activity, we also examined the selectivity of both active substances (4-bromo
oxanilic acid and sintofen) in the season 2010/11 on the location Jablje near Trzin. This
field trial which in addition to the factor active substance also comprised the factor
genotype (six different cultivars of common wheat) and the factor phenophase showed that
the activity of CROISOR® 100 was less selective in comparison to 4-bromo oxanilic acid.
The active substance sintofen otherwise achieved a statistically significant higher
percentage of male sterility, but in comparison to the control (without treatment), the
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highest reduction in the plant height amounted to 21.4 %, and only 8.9 % in the case of 4-
bromo oxanilic acid.

In addition to the efficient system for the induction of male sterility, one of the conditions
for a successful exploitation of heterosis in common wheat is also germplasm, which is the
basis for the development of hybrid varieties. In our research, the potential for the
development of hybrid varieties of common wheat was determined in two germplasms,
which are most common in the territory of the Republic of Slovenia. For fourteen line
varieties of the French breeding institutions and twelve line varieties from the Agricultural
Institute Osijek the potential for the development of hybrid varieties were assessed by the
testing of combining ability and determining the level of heterosis which was achieved
with tested F; hybrids.

The testing of combining ability in both germplasms was based on the Line x Tester
model. The statistical analysis of combining ability for thirteen line varieties of the French
breeding institutions included 42 F; hybrids (6 lines x 8 testers), the seed of which was
obtained by the use of classical hand emasculation. In the seasons 2010/11 and 2011/12,
the hybrid seed was sown together with the corresponding parental components and
standard cultivar on the Selection Centre Ptuj. The experiment was based on a randomized
block design with four replicates. For the purpose of testing the combining ability of
twelve line varieties from the Agricultural Institute Osijek, in the season 2010/11, the seed
of twenty F; hybrids (10 lines x 2 testers) was produced by the use of the agent
CROISOR® 100. The hybrid seed production took place on the location Osijek and Krog
near Murska Sobota. In the season 2011/12 these hybrids were sown together with the
corresponding parental components and standard cultivar on location Osijek and Jablje
near Trzin. The experiment was based on a randomized block design with four replicates
(plot dimensions: 7,5 m x 1 m). It should be noted that the procedure for the production of
hybrid wheat seed by the use of the chemical hybridization was checked in the season
2009/10 on the location Krog near Murska Sobota.

The statistical analysis of the combining ability in both germplasms was conducted with
the statistical package AGROBASE Generation 11® (AGROBASE ..., 2012) and was based
on determining the additive genetic effect (general combining ability) and non-additive
genetic effect (specific combining ability). The statistical analysis showed that the impact
of additive and non-additive genetic effect in both seasons and in both locations was
statistically significant for all parameters. Our study also showed that a high discrepancy
between the additive and non-additive genetic effect in favour of the additive genetic
effect, was a clear indicator for successful exploitation of the heterosis in a given
germplasm.
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The quantitative analysis of heteroris in both germplasms of common wheat, which are
most common in the territory of the Republic of Slovenia showed that there was a
commercial potential for the development of hybrid varieties. The highest level for the
midparent heterosis value for the grain yield as the most important studied parameter
amounted to 95,96 % in the line varieties of the French breeding institutions and 14,29 %
in the line varieties from the Agricultural Institute Osijek. In order to examine the
possibility for the additional increase of the level of heterosis in the given germplasm of
common wheat, we performed in the season 2010/11 at the Selection centre Ptuj intra-
specific crosses between common wheat and its relatives with a similar genome (BAD
genome). The statistical analysis of 39 intra-specific F; hybrids, which were sown together
with corresponding parental components (randomized block design with three replicates) at
the Selection Centre Ptuj in the season 2011/12, showed that the formation of intra-specific
F1 hybrids could result in a relatively high heterotic effect. A good example is an intra-
specific F; hybrid Garcia x T. sphaerococcum (accession number: 01C0201227), which
exceeded the majority of F; hybrids based on the line varieties of the French breeding
institutions.

Considering the above facts, we can conclude that the study has been based on
fundamental research work, which attempt to achieve the application value by forming of
the F; hybrids.
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