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WSTEP

Zyto zwyczajne (Secale cereale L.) jest zbozem, ktore w skali $wiatowej ma znaczenie

niewielkie, ale nalezy do podstawowych roslin uprawnych w Polsce i krajach sgsiednich.
Szacuje si¢, ze w 2020 roku globalna produkcja zyta wyniosta ponad 15 milionéw ton, z
czego produkcja w Europie stanowita okoto 13 milionéw ton (FAO 2022).
Znaczenie gospodarcze zyta w Polsce jest w duzej czgsci zwigzane z warunkami glebowo-
klimatycznymi wyst¢pujacymi W naszym kraju, a kluczowg rol¢ odgrywaja: mozliwosé
Wwystgpienia silnych mrozéw w czasie zimy, okresOw niedoboru wody wiosng oraz znaczacy
udziat lekkich i kwasnych gleb w strukturze agrarnej. Pomiedzy zytem i1 pszenicg oraz
jeczmieniem istnieje bliskie pokrewienstwo ewolucyjne, a mimo to postep hodowlany
obserwowany w ostatnich kilkudziesieciu latach jest wyraznie wolniejszy u zyta w
poréwnaniu do dwoch pozostatych w/w zboz.

Pewne przyspieszenie postgpu hodowlanego obserwuje si¢ w obrebie odmian
mieszancowych zyta (Geiger 2007), ktére zostalty zarejestrowane po raz pierwszy w potowie
lat 80-tych XX wieku. Produkcja nasienna odmian mieszancowych zyta oparta jest o systemy
cytoplazmatyczno-genowej meskiej sterylnosci (CMS). U zyta znane sa dwa tego rodzaju
systemy: CMS-Pampa (CMS-P) i CMS-Vavilovii (CMS-V). Cytoplazma Pampa zostala
odkryta w populacji zyta pochodzacej z Argentyny (Geiger i Schnell 1970), natomiast
Cytoplazma Vavilovii byla odkrywana w roznych, gtéwnie europejskich, populacjach
zrodtowych przez wielu badaczy, a przyktadami odkrytych zrodet tej cytoplazmy sa: CMS-R
(Kobyljanskij 1969), CMS-C (Lapinski 1972), CMS-S (Madej 1975) i CMS-G (Adolf i
Winkel 1985). W komercyjnej hodowli odmian mieszancowych zyta niemal monopolistyczng
pozycje ma cytoplazma Pampa. Wynika to z silnego dziatania sterylizujacego CMS-P dla
wigkszosci genotypow (Geiger 1972, 1982; Madej 1976; Geiger i Miedaner 1996). W 2022
roku w Polsce zarejestrowanych byto 29 odmian mieszancowych zyta, sposrod ktorych 28
odmian posiadato cytoplazme¢ Pampa, a zaledwie jedna (Brandie F1) byla wyhodowana w
oparciu o cytoplazmg CMS-G (Lista Opisowa Odmian Ro$lin Rolniczych 2022). W
tradycyjnych odmianach populacyjnych zyta spotykamy z rézng czgstotliwo$cig trzy typy
cytoplazm: normalng, CMS-P i CMS-V. W odmianach mieszancowych, z oczywistych
wzgledow, obecne sg gldwnie cytoplazmy sterylizujace. Aktualny stan w Krajowym Rejestrze
odmian wskazuje, ze wraz z upowszechnianiem odmian mieszancowych dominujacg pozycje
w strukturze zasiewow zyta zaczyna zajmowac cytoplazma Pampa. Sposobem na uniknigcie

ujednolicenia genetycznego zasiewow (pod wzgledem genow zlokalizowanych w



cytoplazmie) i utrzymanie réznorodnosci w tym obszarze moze by¢ wprowadzenie do uprawy
wigkszej liczby odmian z cytoplazmg Vavilovii. Mala skala prac hodowlanych z
wykorzystaniem cytoplazm zaliczanych do typu CMS-Vavilovii wynika glownie z trudnosci
w otrzymywaniu stabilnych fenotypowo linii meskosterylnych. Jednak warto pamietac, ze dla
CMS-V (w odrdoznieniu od CMS-P) bez wickszych przeszkod znajdziemy formy ojcowskie
dajace w pelni ptodne mieszance F1 (Kobyljanskij 1971, 1982; Madej 1976; Lapinski i
Stojatowski 1996). Badania zmierzajace do lepszego poznania genetycznych mechanizméw
kontrolujacych utrzymywanie meskiej sterylnosci 1 przywracanie meskiej ptodnosci w tym
systemie CMS mogg przyczyni¢ si¢ do poprawy efektywnosci prowadzonych prac
hodowlanych i rejestracji kolejnych odmian zawierajacych alternatywng wobec CMS-Pampa
cytoplazme.

Jednym ze zZrédet zaliczanym do typu CMS-Vavilovii jest cytoplazma C odkryta w
Akademii Rolniczej w Szczecinie (obecnie Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny)
przez prof. M. Lapinskiego (1972). Z dotychczasowych badan wiadomo, ze gltéwny gen
jadrowy przywracajacy plodnos¢ w cytoplazmie C jest zlokalizowany na dlugim ramieniu
chromosomu 4R (Stojatowski i in. 2004a, 2004b, 2005; Stojatowski 2010). Niewiele
wiadomo jednak na temat genow dodatkowych (pobocznych), ktore u zyta z cytoplazma
CMS-C niewatpliwie sg obecne (Lapinski 1990; Stojatowski i Lapinski 1997).



HIPOTEZA BADAWCZA

U zyta ozimego Z cytoplazma sterylizujaca C, oprocz gtéwnego genu restorerowego
na chromosomie 4R, wystepuje jeden lub wigcej pobocznych genéw odpowiedzialnych za
przywracanie meskiej ptodnosci. Zlokalizowanie genow pobocznych i opracowanie markeréw
molekularnych sprz¢zonych z nimi pozwoli na zwigkszenie skuteczno$ci prac hodowlanych.
Obecnos¢ efektywnych gendw przywracajagcych meska ptodno$é w populacjach zyta jest
oczekiwana tam, gdzie wystepujg cytoplazmy sterylizujace (ich udziat jest czynnikiem
wplywajacym na przewage selekcyjng alleli o charakterze restorerowym). Brak wystgpowania
cytoplazmy sterylizujacej w populacji powoduje, ze allele dopelniajace (non-restorer) nie

podlegaja negatywnej selekcji.

CELE PRACY:
o Poszerzenie wiedzy na temat wystepowania cytoplazm sterylizujacych w europejskich
populacjach zyta 0zimego.
o Ocena frekwencji jadrowych alleli sterylnosci/ptodnosci w wybranych europejskich
populacjach zyta 0zimego.
o Okreslenie chromosomowe;j lokalizacji pobocznych genow jadrowych kontrolujacych

przywracanie meskiej ptodno$ci w cytoplazmie C oraz préba identyfikacji

sprzgzonych z w/w genami markeréw molekularnych.



PRZEGLAD LITERATURY

1.1. Pochodzenie, systematyka, cechy morfologiczne i fizjologiczne Zyta

Zyto zwyczajne (Secale cereale L.) jest zaliczane do gatunkdw stosunkowo mtodych
ewolucyjnie. Powstato przypuszczalnie w wyniku krzyzowania Secale vavilovii z gatunkami
wieloletnimi: S. anatolicum i S. montanum (Schlegel 2006; Altpeter i Korzun 2007). Z punktu
widzenia agronomii nazywane jest uprawg wtorng, poniewaz na poczatku wystgpowato, jako
chwast na polach pszenicy i jeczmienia (Altpeter i Korzun 2007) na Bliskim Wschodzie, a
dopiero pozniej ulegto udomowieniu. Pierwsze przypadki wykorzystania zyta jako rosliny
uprawnej miaty miejsce w Persji, sSrodkowej Anatolii 1 na poéinoc od regionu Morza Czarnego
okoto 3000 lat temu (Miedaner i in. 2022). Udomowienie prawdopodobnie miato miejsce
rownolegle w kilku miejscach. Ziarna zyta znalezione na stanowiskach neolitycznych w
Austrii 1 Polsce uwazane s3 za form¢ dzika. Najwcze$niejsze znaleziska nasion zZyta
uprawnego w Europie Srodkowej pochodzity z Hallstatt (Austria) z okresu 1000-500 p.n.e.
(Schlegel i Korzun 2022).

Zyto ma najlepiej rozwiniety system korzeniowy spos$rod jednorocznych zbdz.
Podobnie jak w przypadku innych traw, system jest wigzkowy. Rozlegly system korzeniowy
oraz specyficzna ryzosfera sprawiaja, ze jest to uprawa zbozowa najbardziej odporna na
susze. Nasiona zyta kietkujg juz w temperaturze 3-5°C, ale optymalny zakres to 25-31°C.
Roslina ta przypomina pszenicg, ale zwykle jest wyzsza — Zyto generalnie ma najdtuzsza
todyge ze wszystkich aktualnie uprawianych drobnoziarnistych zbdz (dtugos¢ zdzbta
prymitywnych form uprawnych dochodzi czasami do 300 cm). Srednia wysoko$¢ starszych
odmian zyta wynosita okoto 150 cm Iub wigcej, natomiast wspotczesne, wysokoplonujace
odmiany sg znacznie nizsze (zazwyczaj ok. 120-130 cm) - w szczegodlnosci dotyczy to odmian
mieszancowych (Schlegel i Korzun 2022). Zyto jest zwykle uprawiane jako forma ozima, ale
dostepne sg takze odmiany jare. U roslin dnia dtugiego kwitnienie indukowane jest przez 14
godzinng ekspozycje na $wiatto dzienne przy temperaturze 5-10°C. Skrocona dlugos$¢ dnia
moze spowodowac, ze zyto 0zime pozostanie w stanie wegetatywnym nawet przez 7 lub
wigcej lat (Schlegel i Korzun 2022).

Zyto zwyczajne jest w zasadzie gatunkiem diploidalnym. W kazdym z dwdch
genomow zyta wystepuje po siedem chromosoméw oznaczanych nazwami od 1R do 7R
(Tarkowski i Miazga 1983). Poza formg typowa mozemy réwniez natrafi¢ na rosliny
haploidalne (n=7), triploidalne (3n=21) i tetraploidalne (4n=28). Rosliny haploidalne

powstaja z niezaptodnionych komorek jajowych w procesie partenogenezy (Tarkowski i
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Miazga 1983), albo mozna je otrzyma¢ na drodze androgenezy w warunkach in vitro
wykorzystujac mikrospory lub cate pylniki. Dzigki tym dwom zjawiskom mozliwe sg
dziatania zmierzajace do uzyskania podwojonych haploiddw (DH), ktoére pozwalaja na
szybkie wyhodowanie homozygotycznych linii. Niestety, w hodowli zyta wcigz brakuje
metodyki gwarantujgcej powtarzalnos¢ tej procedury. Wedlug zatozen teoretycznych
podwojone haploidy (DH) charakteryzuja si¢ pelna homozygotycznoscig. Metoda
pozwalajaca na szybkie otrzymanie idealnie homozygotycznych linii stanowitaby olbrzymig
korzy$¢ dla programoéw hodowli odmian mieszancowych (Niemirowicz-Szczytt 2004).
Technologia DH znajduje zastosowanie w tworzeniu odmian liniowych miedzy innymi u
pszenicy, pszenzyta oraz jeczmienia. Niestety tworzenie linii DH u zyta wcigz pozostaje na
etapie eksperymentalnym. Wigze si¢ to gtownie z niskim odsetkiem roslin uzyskanych po
regeneracji 1 stosunkowo wysokim udzialem ro$lin albinotycznych (Broda i Mikotajczyk

2002; Bartosiewicz i in. 2013; Szechynska-Hebda i in. 2021; Zur i in. 2022).



1.2. Znaczenie gospodarcze Zyta ozimego

Zyto ozime znajduje wiele zastosowan w gospodarce. W zasadzie mozna stwierdzi¢,
ze jest ros$ling wykorzystywang w catosci, chociaz najwigksza warto$¢ uzytkowa ma ziarno.
Zyto jest w Polsce przede wszystkim zbozem paszowym dla zwierzat gospodarskich.
Najwicksza cze¢$¢ zbiorow ziarna jest przeznaczana na pasze, ale rowniez zielone, niedojrzate
rosliny sa wykorzystywane na cele zywieniowe zwierzat. W 2023 roku zarejestrowano w
Polsce dwie nowe odmiany (Rolfeed i Rolpower) przeznaczone do produkcji zielonej masy
(COBORU 2023). Waznym kierunkiem uzytkowania ziarna zyta jest przemyst zbozowo-
mitynarski. Maka zytnia jest bogata w gliadyne, posiada nizszg zawarto$¢ glutenu niz maka
pszenna oraz zawiera wyzszy udziat blonnika rozpuszczalnego (Suzuki i in.1999). Ziarno zyta
znajduje zastosowanie w produkcji alkoholi takich jak whisky, gin, wodka, piwo czy bimber.
Z kolei stoma zytnia moze stanowi¢ $ciotke dla zwierzat gospodarskich. Zastosowanie zyta w
formie ro$liny energetycznej zyskuje na popularnosci ze wzgledu na stosunkowo niskie
koszty produkcji. Zyto mozna wykorzystaé jako zrodto biomasy, ktora stanowi substrat do
wytworzenia biogazu (Miedaner i in. 2012; Schlegel 2014).

Zyto jest zbozem, ktore charakteryzuje sie znaczna mrozoodpornoscia i niewielkimi
wymaganiami glebowymi (Gasiorowski 1994). Powyzsze cechy zyta spowodowaty, iz do
poczatku lat 90-tych XX wieku byto ono podstawowa rosling w produkcji rolniczej w Polsce
(Kapusta 2016). Obecnie zyto zajmuje czwarte miejsce pod wzgledem powierzchni zasiewow
wsrod uprawianych w naszym kraju zboz. Powodem spadku z miejsca pierwszego jest jego
stabsza warto$¢ paszowa w poroOwnaniu z pszenicg, pszenzytem i kukurydza, ktorych
popularnos¢ ostatnio wyraznie wzrosta w wyniku zmian klimatycznych i postepéw w hodowli

(Rys.1) (FAO 2022).
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Rys.1. Swiatowa produkcja zyta w latach 1994-2020 (FAOSTAT 2022).



Wedlug danych statystycznych w 2020 roku catkowita produkcja zyta na $wiecie wyniosta
ponad 15 milionéw ton, z czego produkcja w samej Europie to 12 958 658 ton (Rys.2) (FAO
2022).
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Rys.2. Procentowy udzial w produkcji zyta wedlug regionu - dane z 2020 roku (FAOSTAT
2022).

Nie dziwi, zatem fakt, iz w pierwszej dziesigtce najwigkszych producentow zyta znajduje si¢

6 krajow europejskich, w tym dwie pierwsze pozycje zajmuja odpowiednio Niemcy

(3513 400 ton) i Polska (2 904 680 ton) (Rys.3).
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2022).
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1.3. Cytoplazmatyczna meska sterylnos¢ u zyta

Cytoplazmatyczna mgska sterylno$¢ (CMS) jest tez czasem okreslana, jako
cytoplazmatyczno-genowa meska sterylnos¢. Jest to zjawisko powszechnie wystepujace
wsrod roslin jednolisciennych i dwuli$ciennych (Kaul 1988), ktdre zostato opisane u ponad
150 gatunkow (Sofi i in. 2007), w tym u zyta (np.:Kobyljanskij 1969; Geiger i Schnell 1970;
Lapinski 1972; Madej 1975; Adolf i Winkel 1985). CMS jest efektem zaburzenia interakcji
pomigdzy genami jadrowymi a mitochondrialnymi, czego skutkiem jest brak pytku lub
wytwarzanie pytku niefunkcjonalnego, co uniemozliwia zapylanie (Tarkowski 1984; Chase
2007). CMS moze ujawnia¢ si¢ na roznych etapach rozwojowych: czasami efekty sg
widoczne juz na poziomie morfogenezy kwiatu (znieksztatcone pylniki), ale znacznie czgsciej
dziatanie genow wywolujacych megska sterylno$¢ obserwujemy w czasie mikrosporogenezy
(nieprawidtowy rozwdj tapetum oraz zaburzenia w rozwoju mikrospor) (Kljucko i Belousov
1972; Garlicka i Madej 1975; Scoles i Evans 1979; Ivanow i Dymshits 2007).

Zjawisko CMS jest prawie zawsze dziedziczone matecznie (Kaul 1988). Pojawienie
si¢ CMS najczesciej jest wynikiem krzyzowan oddalonych: przewaznie migdzygatunkowych,
a czasem mig¢dzyrodzajowych (Kaul 1988; Gobron i in. 2013).

fa LY
% Cytoplazma starylizujaca | N Cytoplazma nissterylizujaca |

X
Forma matsczna Forma ojeowsks Forma mataczna Forma ojeowska Forma mataczna Forma ojcowska
stervlna plodna stervina plodna starvina plodna
Potomstwo 50% Potomstwa 50% Potomstwa Fotomstwo
plodne starvlne plodne starvine

Rys.4. System cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci.

11



W podstawowym modelu opisujgcym dziatanie systemu CMS wyr6znia si¢ dwa
rodzaje cytoplazm: niesterylizujaca ,,N” (normalna) i sterylizujaca ,,S”. Wedlug tego modelu
genetycznego (wariant najprostszy - monogeniczny) geny cytoplazmatyczne indukujace
meska sterylno$¢ wspotdziataja z parg gendéw jadrowych oznaczonych jako ,,Rf” (ang.
Restorer of fertility) (Rys.4). Dominujace allele genu Rf umozliwiajg przywrocenie meskiej
ptodnos$¢ u potomstwa zawierajgcego cytoplazme sterylizujaca ,,S”. Geny Rf sg dziedziczone
zgodnie z prawami Mendla, natomiast geny cytoplazmatyczne sa dziedziczone w linii
matecznej. Rosliny niezdolne do produkcji pytku, wystepuja tylko wtedy, gdy rownoczesnie
wystepuje cytoplazma sterylizujaca (S) wraz z jadrowymi allelami recesywnymi w stanie
homozygotycznym (rfrf). W momencie, kiedy w jadrze komoérkowym wystepuja allele
dominujagce w stanie homozygotycznym (RfRf) lub heterozygotycznym (Rfrf), pomimo
obecnosci cytoplazmy sterylizujacej (S) dojdzie do przywrdcenia meskiej ptodnosci roslin.

Tak, wiec w trakcie krzyzowania linii rodzicielskich w r6znych kombinacjach:

e zapylenie roslin z cytoplazmg sterylizujaca i recesywnymi allelami nieptodnosci (S
rfrf) pytkiem ro$lin z cytoplazma niesterylizujaca i identycznymi recesywnymi
allelami nieptodnosci (N rfrf) zakonczy si¢ otrzymaniem ro$lin wylgcznie
meskosterylnych (S rfrf),

e zapylenie roslin z cytoplazmg sterylizujacg i recesywnymi allelami nieptodnosci (S
rfrf) pylkiem ro$lin z cytoplazmg niesterylizujgca/sterylizujaca, ktdre zawieraja allele
dominujgce w stanie heterozygotycznym (N/S Rfrf) pozwoli uzyska¢ rosliny
meskoptodne (S Rfrf) i mgskosterylne (S rfrf) w stosunku 1:1,

e zapylenie roslin z cytoplazma sterylizujaca i recesywnymi allelami nieptodnosci (S
rfrf) pytkiem roslin z cytoplazma niesterylizujaca/sterylizujaca i dominujacymi
allelami ptodnosci w stanie homozygotycznym (N/S RfRf) da nam wytacznie rosliny
meskoptodne (S Rfrf),

e zapylenie ro$lin z cytoplazmg normalna, niezaleznie od genow jadrowych, spowoduje,

ze pojawig si¢ wylacznie rosliny meskoptodne (Rys.4) (Malinowski 1978).

Na poczatku drugiej polowy XX wieku w Ameryce Podinocnej pojawito sig
prawdopodobnie  pierwsze naukowe doniesienie informujace o  zidentyfikowaniu
cytoplazmatycznej meskiej sterylno$¢ u zyta. Zjawisko CMS zaobserwowane zostalo w
potomstwach linii wsobnych zyta powstatych na drodze krzyzowania zwrotnego

(wewnatrzgatunkowego) (Putt 1954). Najczesciej spotykanym sposobem otrzymywania
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zrodet CMS u ro$lin wyzszych jest wprowadzenie genomu jadrowego do obcej gatunkowo
cytoplazmy. Wedlug Kaula (1988), ktory dokonat zestawienia udokumentowanych
przypadkéw odkrycia cytoplazm sterylizujacych u wszystkich gatunkow roslin wyzszych,
pozyskanie  systemu CMS  stosunkowo rzadko bywalo efektem  krzyzowan
wewnatrzgatunkowych. U zyta, poza zrédtami spontanicznymi opisanymi w kolejnym
akapicie, dwa doniesienia o odkryciu cytoplazm sterylizujacych byly wynikiem krzyzowan w
obrebie gatunku (Putt 1954, Geiger i Schnell 1970). Jedno z tych mieszancowych zrédet CMS
okazato si¢ niezwykle wazne dla hodowli: na Uniwersytecie Hohenheim w mieszancach
argentynskiej populacji zyta Pampa i linii wsobnych pochodzacych z odmiany Petkus odkryto
cytoplazme Pampa (CMS-P) (Geiger i Schnell 1970). Z kolei na Akademii Rolniczej w
Szczecinie profesor Mirostaw Lapinski w wyniku krzyzowan migdzygatunkowych (Secale
cereale cv. Smolickie z Secale montanum Guss.) wyhodowat rosliny zyta z cytoplazmg CMS-
C (Cereale -S. montanum) (Lapinski 1972). Co ciekawe, krzyzowania tego typu, bedace
zrodtem CMS u wielu gatunkéow (Kaul 1988), u zyta nie przyniosty dotad
udokumentowanych sukcesOw, poza pracami wykonanymi przez Lapinskiego (1972), w
ktoérych zZrodtem cytoplazmy sterylizujacej byt gatunek uprawny, a z gatunku dzikiego
wprowadzono jadrowe geny dopelniajace.

Poczawszy od konca szostej dekady XX wieku pojawito si¢ w literaturze naukowej
szereg doniesien o tzw. spontanicznych zrodlach CMS, ktére odkrywano w postaci
meskosterylnych roslin znajdowanych w odmianach hodowlanych i innych populacjach tego
gatunku (m.in. Kobyljanskij 1969, 1971; Madej 1975; Ahokas 1980; Adolf i Winkel 1985).
Spontaniczne zrodla meskiej sterylnosci odkrywane u zyta, po weryfikacji genetycznej,
wykazywaly zazwyczaj cytoplazmatyczny charakter dziedziczenia. Przypadki odkrycia
spontanicznych zrodet CMS mozna znalez¢ w pracach wykonanych w réznych krajach. W
Polsce, w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Radzikowie dr Lucjan Madej, dzigki
analizie kwitnienia okoto 25 tys. roslin zyta odmiany Smolickie, odkryt cytoplazme¢ CMS-S,
zwang tez Radzikow S-128/3 (Madej 1975). W dawnym ZSRR w odmianach zyta Vjatka i
Moskovskij Karlik odkryto cytoplazme¢ CMS-R (Kobyljanskij 1969, 1971). W Niemczech w
odmianie zyta Schldgler Alt zidentyfikowano cytoplazm¢ CMS-G (Adolf i Winkel 1985).
Ahokas (1980) raportujac odkrycie zrodet CMS w dwoch finskich odmianach zyta podaje
informacje¢ o szeregu innych doniesieniach dostepnych w literaturze. Tak duza liczba odkry¢
spontanicznych zrodet CMS jest zjawiskiem rzadko spotykanym w $wiecie roslin.

Eksperymenty genetyczne oparte na doswiadczeniach polowych umozliwity wykrycie
roznic oraz podobienstw w dziedzicznym podilozu szeregu zrédet CMS u zyta. Na tej
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podstawie wysnuto hipoteze, ze wszystkie dotad odkryte zrodta cytoplazm sterylizujacych
mozna zakwalifikowa¢ do dwoch genetycznie odrebnych systemow (typow) CMS.
Cytoplazma Pampa (CMS-P) charakteryzowata si¢ wyrazng odrebnoscig w stosunku do
pozostatych cytoplazm, ktore wykazywaly miedzy sobg genetyczne podobienstwo. Dlatego
tez cytoplazmy te (m.in. CMS-C, CMS-S, CMS-R, CMS-G) zaliczane sg do typu CMS-V
(Vavilovii) (Geiger 1982; Lapinski i Stojatowski 1996; Stojalowski i in. 2006).

System CMS-P charakteryzuje si¢ silnym dzialaniem sterylizujacym dla wigkszosci
genotypow zyta wykorzystywanych w europejskiej hodowli odmian populacyjnych. Dzigki
powszechnemu wystepowaniu genotypow dopelniajacych i ich stabilnemu dzialaniu w
r6znych warunkach $rodowiska, utrzymanie meskiej sterylnosci u roslin z CMS-P zazwyczaj
nie stanowi problemu w hodowli (Geiger 1972, 1982; Madej 1976; Geiger i Miedaner 1996).
Problem pojawia sie, kiedy chcemy przywrédci¢ mieszancom heterozyjnym petng ptodnos¢ —
w europejskich zasobach genowych natrafiamy na brak odpowiednich form ojcowskich
(Miedaner i in. 2000, 2005). Znalezienie genotypow ojcowskich zawierajacych efektywne
geny przywracajace mgska ptodnos¢ w systemie CMS-Pampa, ktore jednoczesnie gwarantuja
heterozje tworzonych mieszancow, okazato si¢ zadaniem trudnym i wymagato siggniecia po
egzotyczne zrodla genow.

W przypadku cytoplazm z grupy zaliczonej do systemu CMS-V tez natrafiamy na
problem z dostepno$cig odpowiednich komponentow rodzicielskich do hodowli. Dotyczy on
form matecznych tworzonych mieszancéw. Genotypy dopelniajace wystepuja rzadko, a
dodatkowo wiele z nich nie wykazuje pelnej stabilno$ci w zmiennych warunkach srodowiska.
Bez wigkszych przeszkod znajdziemy za to w europejskich zasobach genowych formy
ojcowskie, dzigki ktorym uzyskamy w pelni ptodne mieszance heterozyjne (Kobyljanskij
1971, 1982; Madej 1976; Lapinski i Stojatowski 1996).

Mechanizm  genetyczny  przywracania meskiej plodnosci  w  systemach
cytoplazmatycznej meskiej sterylno$ci u zyta prébowano pozna¢ od wielu lat. W
eksperymentach wyjasniajagcych podtoze genetyczne systemow CMS siegano po rdzne
metody, zaczynajac od genetyki klasycznej, az po techniki z zakresu genetyki molekularnej.
W pierwszym okresie badania prowadzono klasycznymi metodami mendlowskimi —
testowano w nich wiele hipotez probujacych wyjasni¢ podtoze genetyczne tej cechy. W tych
pracach naukowych opisano modele dziedziczenia monogenicznego (Kobyljanskij 1969;
Klju¢ko i Bielousov 1972; Madej 1976), dwugenowego (Madej 1976; Lapinski 1977),
tréjgenowego (Scoles i Evans 1979; Lapinski 1990; Lapinski i Stojatowski 1997) az po
czterogenowe (Los$ i Ruebenbauer 1982; Ruebenbauer i in. 1984). Z oczywistych wzgledow
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doswiadczenia te nie pozwalaly na okreslenie potozenia postulowanych gendéw na
chromosomach.

Istotny postep w badaniach nad lokalizacja gendéw przywracajacych meska ptodnosé

osiggnieto w wyniku uzycia do badan serii linii trisomicznych wyprowadzonych z odmiany
Esto (Melz i Adolf 1991). Autorzy wykonali krzyzowania linii trisomicznych zyta Esto (seria
linii z dodanymi chromosomami od 1R do 6R) z linig dopelniajaca z cytoplazma G. Nastepnie
uzyskane meskoptodne osobniki pokolenia F1 zawierajace trisomiczne formy krzyzowano
wstecznie z linig meskosterylng. Analiza fenotypowa uzyskanych mieszancéw ujawnita
szereg odstepstw od wynikow krzyzowan z uzyciem linii Esto bez dodatkowych
chromosoméw. Na podstawie uzyskanych wynikow Melz i Adolf (1991) sugerujg lokalizacj¢
genu o najsilniejszym efekcie fenotypowym na chromosomie 4R oraz dwoch mniej
znaczacych (pobocznych) genow na 3R i 6R. Autorzy tej pracy opisali hipotetyczne trzy geny
przy uzyciu symboli ,,ms”, zamiast ,,Rf”. Wg Kaula (1988) ,,ms” to symbol wykorzystywany
do oznaczania recesywnych genéw meskiej sterylnosci w systemach GMS, czyli tych, ktore
sg zalezne wytacznie od dziatania genow jadrowych.
Poprawno$¢ lokalizacji genow restorerowych dla cytoplazmy CMS-G zasugerowanych przez
Melza i Adolfa (1991) znalazta potwierdzenie w badaniach opartych o zastosowanie
markeréw molekularnych. W celu okreslenia lokalizacji gléwnego genu przywracajacego
meska ptodnos¢ zastosowano markery molekularne RFLP, co pozwolito zmapowac gen Rfgl
(opisany wczesniej jako msl) na dtugim ramieniu chromosomu 4R (Borner i in 1998). Z
najnowszych doniesien wiemy réwniez o zidentyfikowanym pobocznym genie restorerowym
RfNOS1 zlokalizowanym na chromosomie 3RL (Vendelbo i in. 2021), ktory z duzym
prawdopodobienstwem jest tozsamy z ms2 opisanym przez Melza i Adolfa (1991).

W badaniach systemu CMS-C wykorzystano poczatkowo markery molekularne RAPD
i w efekcie zmapowano na chromosomie 4RL gen Rfcl (Stojatowski i in. 2004a, 2004b).
Dalsze badania prowadzone z wykorzystaniem markeréw typu DArT (Stojatowski i in. 2011)
oraz DArTseq (Milczarski i in. 2016) potwierdzily lokalizacje genu Rfcl — gldwnego genu,
ktory przywraca meska ptodnosé zyta z cytoplazma sterylizujacg CMS-C. Lokalizacja innych
genow, ktore zgodnie z wczesniejszymi wynikami badan sg istotne dla systemu CMS-C
(Lapinski 1977, 1990; Stojatowski i Lapinski 1997; Stojatowski i in. 2004b) pozostaje
nieznana.

Mapowanie genow restorerowych dla zyta z cytoplazmg Pampa wykonano po raz
pierwszy z wykorzystaniem markeréw RFLP (Miedaner i in. 2000). Uzyte w badaniach trzy
zrodla genow przywracajacych ptodnos¢ (europejskie, potudniowo-amerykanskie i iranskie)
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pozwolity na wskazanie lokalizacji genow determinujgcych t¢ cech¢ na chromosomach: 1RS,
3RL, 4RL, 5R i 6RL. Najsilniejsze efekty fenotypowe wykazywaty geny z populacji zyta o
pozaeuropejskim rodowodzie (Bliski Wschod oraz Ameryka Potudniowa), ktore byty obecne
na dtugim ramieniu chromosomu 4R. Markery AFLP pozwolity na potwierdzenie lokalizacji
genu kontrolujgcego produkcje pytku zyta z cytoplazmg Pampa na chromosomie 3RL
(Bednarek i in. 2002). W celu ufatwienia prac hodowlanych, w oparciu o sekwencje
markerow AFLP i RAPD zostaly opracowane sekwencje starterow dla markerow SCAR
przydatnych do szybkiej identyfikacji genu Rfpl pochodzacego z populacji IRAN IX, ktory
jest obecny na chromosomie 4RL (Stracke i in. 2003). Dalszy post¢p w badaniach zostat
zainicjowany przez Hackaufa i in. (2012), ktorzy opracowali szereg nowych markeréw dla
chromosomu 4RL w oparciu o identyfikacj¢ regiondéw ortologicznych dla Rfpl w gatunkach
dobrze scharakteryzowanych pod katem sekwencji DNA: ryzu, Brachypodium i sorgo.
Nastgpnym krokiem byto zmapowanie z pomoca nowych markerow COS zlokalizowanego w
tym samym regionie chromosomu 4RL genu Rfp3, ktory wywodzi si¢ z iranskiej populacji
Altevogt 14160 (Hackauf i in. 2012 i 2017). Geny oznaczone, jako Rfpl i Rfp3 pochodza z
innych populacji wyjsciowych, ale obie te populacje majg bliskowschodni rodowod, wiec nie

mozna wykluczy¢, ze te dwa geny sga w istocie tozsame.
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1.4. Hodowla odmian mieszancowych zyta ozimego

Hodowla roélin to po czg¢sci nauka, ktorej celem jest opracowywanie metod
doskonalenia genetycznego roslin uprawnych, ale przede wszystkim dziatalno$¢ w obrgbie
sektora rolniczej produkcji ro$linnej, ktorego celem jest tworzenie odmian charakteryzujacych
si¢ unikalnymi cechami pozgdanymi ze wzgledu na ich réznorodne zastosowania rolnicze
(Sleper i Poehlman 1995). Przyczynia si¢ ona do poprawy, jakosci zywnoS$ci, zarOwno w
produktach dedykowanych dla ludzi, jak i zwierzat (Hartung i Schiemann 2014). Do
najwazniejszych cech odmian zb6z uzyskanych dzieki hodowli, zaliczamy przede wszystkim
wysoki potencjal plonotworczy, duzg tolerancje na stresy biotyczne i abiotyczne oraz
odpowiednie parametry jakosciowe (Verheye 2010).

W obrebie zyta wyrdézniamy odmiany populacyjne, mieszancowe oraz syntetyczne.
Odmiany populacyjne uzyskuje si¢ klasycznymi metodami hodowlanymi tzn. poprzez: wybor
komponentow rodzicielskich, krzyzowanie, selekcje i rozmnazanie. Gtéwng metodg hodowli
odmian populacyjnych jest metoda rezerw polegajaca na zebraniu nasion W pierwszym roku z
pojedynkdw i podzieleniu ich na dwie czesci. Jedng cze$¢ sieje sie w celu oceny potomstwa, a
druga pozostawia w rezerwie. W nastepnym roku wysiewa si¢ przechowywane nasiona,
ktorych potomstwo okazato si¢ najlepsze (Bojanowski 1955). Z kolei odmiana mieszancowa
to odmiana, ktorej material siewny jest uzyskiwany za kazdym razem przez krzyzowanie
okreslonych zbiorowosci roslin, z zachowaniem sposobu i kolejnosci podanych przez podmiot
zachowujacy odmiane (PIORIN 2023). Potencjatl plonotwoérczy odmian mieszancowych
opiera si¢ na wyborze dobrego materialu genetycznego (form rodzicielskich), ktéry w
mieszancach zagwarantuje zwigkszony potencjal regeneracyjny, a takze wysokie zdolnosci
adaptacyjne (Lapinski i Stojatlowski 1997). Trzeci typ odmian zyta, do$¢ nielicznie
reprezentowany w rejestrach, to odmiany syntetyczne, ktére otrzymujemy na drodze
swobodnego krzyzowania wybranych linii o wysokiej zdolno$ci kombinacyjnej, ktoére
rozmnazamy w izolacji przestrzennej (Spiss i Michalik 2009).

W  celu stworzenia odmiany mieszancowej niezbedne s3 zaawansowane
homozygotyczne linie wsobne. Jednym z problemoéw, z jakim borykajg si¢ hodowcy odmian
mieszancowych jest samoniezgodno$¢ zyta. System samoniezgodnosci stanowi naturalny
mechanizm obronny gatunku przed depresja wsobng utrudniajacy samozapylenie oraz chow
wsobny. Kolejnym problemem dla hodowcdw jest depresja wsobna, wystepujace w wyniku
chowu wsobnego. Charakteryzuje si¢ znacznym obnizeniem zywotnosci roslin w kolejnych

pokoleniach chowu wsobnego, co z kolei przektada si¢ na problemy w ich uprawie oraz
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rozmnazaniu. Aktualnie, dzigki wieloletnim pracom selekcyjnym, materialty hodowlane
uzywane przy tworzeniu komponentow rodzicielskich odmian mieszancowych wykazuja na
0g6t samozgodnos¢ (Wolski 1983; Tarkowski 1984; Spiss 1 Michalik 2009).

Jednym z najpowazniejszych problemow, z jakim zmuszeni sg boryka¢ si¢ hodowcy
prowadzacy reprodukcje materiatow hodowlanych zyta ozimego jest zachowanie izolacji
przestrzennej. Istotne jest rozmnazanie linii wsobnych oraz prowadzenie produkcji
kwalifikowanego materiatu siewnego W taki sposob, aby nie doszto do zapylenia pyltkiem
niewiadomego pochodzenia (Schlegel 2014). Zjawisko cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci
stanowi narzedzie pozwalajace na efektywng produkcje nasion odmian mieszancowych, a
wdrozenie odmian mieszancowych w praktyce rolniczej pozwala na petniejsze wykorzystanie
heterozji (Tsa-ftaris 1995). W trakcie badan odmian mieszancowych zyta ozimego
zaobserwowano, ze przy niewielkiej ilosci pytku kwiatki sg dtuzej niezapylone, a tym samym
pozostaja otwarte, co zwicksza prawdopodobienstwo wniknigcia zarodnikoéw patogenu
Claviceps purpurea i przektada si¢ na silniejsze zainfekowanie ktosow przez sporysz. Mozna
wigc stwierdzi¢, ze skuteczne przywracanie ptodnosci w systemach CMS oprdcz wysokiego
plonu moze réwniez zmniejszy¢ porazenie roslin sporyszem (Geiger 1985; Miedaner i in.
2010; 2022). Ma to wplyw na kwestie ekonomiczne zwigzane z uprawg, poniewaz obecnos¢
nadmiernej ilo$ci sklerocjow sporyszu w ziarnie uniemozliwia jego sprzedaz (sklerocja te
zawieraja trujgce alkaloidy). Jedynym wyjsciem w takiej sytuacji jest Czyszczenie ziarna, co
skutkuje wigkszym kosztem produkcji. Problem ten jest tym bardziej aktualny, ze od 1
stycznia 2022 roku Unia Europejska znacznie zaostrzyta limity dotyczace obecnosci sporyszu
w zycie (European Union 2022). Co wigcej, juz od 1 lipca 2024 roku planowane jest dalsze
zmniejszanie limitow. Dlatego efektywne pylenie odmian mieszancowych musi by¢
priorytetem w hodowli nowych odmian, aby unikngé nadmiernego porazenia plantacji
produkcyjnych przez sporysz (Miedaner i in 2022).

Warto pamigta¢, ze odmiany mieszancowe, poza wieloma zaletami zwigzanymi z
dziataniem efektu heterozji, maja tez pewne wady dla ich uzytkownika. Zakup nasion
odmiany mieszancowej przez rolnika umozliwia firmom hodowlanym znaczaco lepsza
kontrole nad materiatem siewnym niz to byto mozliwe w przypadku odmian populacyjnych
(Arseniuk i Oleksiak 2013). Dodatkowo, dziatania prowadzace do zawgzania genetycznego
okreslonej odmiany do kilku podobnych biotypow beda niosty negatywne skutki dla
bior6znorodnosci. Trudno tego unikna¢, gdy wymogiem niezbednym przy rejestrowaniu
nowej odmiany jest pozytywny wynik badania OWT (odrgbno$ci, wyrownania, trwato$ci)
(Hayes i in.2003). Dlatego pozytywnie nalezy oceni¢ fakt, iz trwaja prace badawczo-
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hodowlane nad alternatywami dla systemu CMS-P. Wsrod nich pewne sukcesy przyniosty
programy hodowlane, w ktérych otrzymane odmiany heterozyjne oparto na systemie CMS-G.
Pierwsza taka odmiang byta zarejestrowana na poczatku XXI wieku w Niemczech odmiana
Novus. Oczywiscie, dominujacym systemem CMS w hodowli nadal pozostaje CMS-Pampa.
Hodowla z wykorzystaniem tego systemu CMS byta juz mocno zaawansowana, kiedy
dokonano odkrycia CMS-G (Adolf i Winkel 1985) i rozpoczeto pierwsze programy
hodowlane. Obecnie do Krajowego Rejestru wpisanych jest 27 odmian mieszancowych zyta
ozimego: Brandie z koncernu Monsanto, Gradan z Poznanskiej Hodowli Roslin (odmiana
liniowo-populacyjna), 18 odmian z firmy KWS (KWS Berado, KWS Dolaro, KWS Florano,
KWS Gilmor, KWS Identor, KWS Igor, KWS Initiator, KWS Inspirator, KWS Jethro, KWS
Livado, KWS Novor, KWS Pulsor, KWS Rotor, KWS Serafino, KWS Tayo, KWS Trebiano,
KWS Vinetto, Piano), 5 odmian z firmy Saaten Union (SU Arvid, SU Dreamer, SU Nasri, SU
Performer, SU Perspectiv), odmiana Tur z Hodowli Roslin Smolice (Krajowy Rejestr 2022)
oraz Gulden z DANKO Hodowla Roslin (COBORU 2023). Jedynie odmiana Brandie jest

oparta o system CMS-G, pozostate 26 odmian zawiera system CMS-Pampa.
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1.5. Markery molekularne w_badaniach genetycznych i w_hodowli zyta

0ZImego

Hodowla roslin moze by¢ prowadzona za pomoca wielu rdznych technik, poczawszy
od prostego wyboru roslin o pozadanych cechach fenotypowych, poprzez metody
wykorzystujace wiedz¢ o genetycznym podiozu tych cech wraz z lokalizacja chromosomowa
genéw, az po techniki molekularne pozwalajace na selekcje oparta o identyfikacje
konkretnych sekwencji DNA (Hartung i Schiemann 2014).

Do cech charakteryzujacych wartosciowy marker molekularny zaliczamy mozliwo$¢
tatwej identyfikacji, specyficznos¢ gatunkowa, wysoki polimorfizm i dziedziczenie
kodominujace (Masoj¢ 2009; Tomar i in. 2010). Uwzgledniajac przebieg analizy
polimorfizmow mozemy wyr6zni¢ grupy markeréw molekularnych: oparte na hybrydyzacji
DNA, oparte na PCR (reakcja tancuchowa polimerazy) i oparte na GBS (genotypowanie
przez sekwencjonowanie). Hybrydyzacja DNA jest to zjawisko spontanicznego taczenia si¢
wyznakowanych fragmentow DNA (sondy molekularne) z komplementarng sekwencja DNA.
Zastosowanie sond molekularnych umozliwia detekcj¢ fragmentow homologicznych. Reakcja
tancuchowa polimerazy (PCR) jest to metoda powielania tfancuchow DNA w wyniku
wielokrotnie powtarzanego cyklu trzech etapOw (denaturacja, przytaczanie starterOw i
wydluzanie tancucha), ktére zachodzg w rdéznych temperaturach. Dzigeki zastosowaniu tej
metody mozemy przeanalizowa¢ warianty markeréw molekularnych poréwnujac dlugosci
otrzymanych fragmentow DNA. W zaleznos$ci od informacji, jakimi dysponujemy na temat
badanego DNA oraz jakie efekty chcemy uzyskaé, stosujemy rozne modyfikacje PCR.
Wymagaja one odmiennych skladnikow mieszaniny reakcyjnej oraz innych warunkow
przeprowadzanych reakcji. Genotypowanie przez sekwencjonowanie (GBS) jest aktualnie
jedng z najefektywniejszych metod identyfikacji polimorfizméw pojedynczego nukleotydu
(SNP). W metodzie tej stosuje si¢ trawienie enzymami restrykcyjnymi, aby zmniejszy¢
ztozonos¢ genomu. Uzyskane w wyniku restrykcji fragmenty DNA poddawane sg ligacji z
adaptorami zawierajagcymi identyfikatory (ang. barcode), a nastgpnie przeprowadza si¢
amplifikacje technikg PCR. Otrzymane w ten sposob produkty PCR sg analizowane pod
wzgledem rozmiaru i tworza biblioteke genomowa. Kolejnym etapem  jest
wysokoprzepustowe sekwencjonowanie (sekwencjonowanie ,,nowej generacji”’ - NGS)
fragmentow DNA utworzonej biblioteki w polaczeniu z wykorzystaniem narzedzi
bioinformatycznych (Sztuba-Solinska 2005; Pachota i in. 2016).

20



Krétka charakterystyka markerow molekularnych wykorzystanych w tej pracy:

SCAR (ang. sequence characterised amplified region)

Fragmenty DNA sa amplifikowane w reakcji PCR przy uzyciu specyficznych par
starterow o dtugosci od 15 do 30 par zasad (przewaznie okoto 20 nt.). Startery SCAR
projektowane sg do sekwencji nukleotydowych poznanych po sklonowaniu wybranych
markerow PCR powigzanych z interesujacg nas cechg. Najcze$ciej zrodtem markerow
SCAR sg fragmenty RAPD (ang. randomly amplified polymorphic DNA), ale mozna je
opracowa¢ takze na bazie markerow AFLP (ang. amplified fragment length
polymorphism), ISSR (ang. inter simple sequence repeat) i innych (Kiran i in. 2010).
Dzigki zastosowaniu dtuzszych, specyficznych sekwencyjnie par starterow markery
typu SCAR nie wykazuja niskiej odtwarzalno$ci, ktora jest zwykle spotykana w
przypadku markerow RAPD. Uzyskanie markera kodominujacego moze by¢
dodatkowa zaleta przeksztalcania RAPD w SCAR, chociaz wigkszo$¢ markerow
SCAR wykazuje dominacj¢. Glowne zalety markerow SCAR to wysoka
odtwarzalno$¢ i specyficzno$¢ wzglgdem locus, niewielka ilo§¢ matrycy DNA
potrzebna do wykonania analizy oraz niski koszt (polimorfizmy wykrywane sa
zazwyczaj w standardowych zelach agarozowych). Dlatego tez markery SCAR
znajduja szerokie zastosowanie w badaniach dotyczacych mapowania gendw 1 selekcji
wspomaganej markerami (Paran i Michelmore 1993).

COS (ang. conserved ortholog set)

Jest to grupa markeréw opartych o metod¢ PCR, w ktorej startery projektowane sg w
oparciu o sekwencje nukleotydowe genéw konserwatywnych. Dostepnos¢ w bazach
danych sekwencji DNA z roznych pod wzgledem pochodzenia genomow, umozliwia
identyfikacj¢ zestawOw ortologicznych gendéw u gatunkow spokrewnionych, ktére
dzieki zastosowaniu narzedzi bioinformatycznych umozliwiaja opracowanie
odpowiednich markeréw. Do zaprojektowania starterow wybierane sg geny, ktdre
pozostajg niezmienione pod wzgledem sekwencji i liczby kopii w trakcie ewolucji
roslin. Sg one specyficzne dla regiondw ortologicznych (pochodzacych od wspdlnego
przodka), co pozwala na poréwnanie struktury chromosoméw u spokrewnionych
gatunkow, takich jak np. ryz, pszenica, kukurydza, sorgo i jeczmien (Parida i in.
2006). Opracowanie markeréw molekularnych reprezentujacych geny ortologiczne
(markery CQOS) (Fulton i in. 2002), zostato z powodzeniem zastosowane w zycie dla
chromosomu 1R (Mago i in. 2005), 2R (Hackauf i Wehling 2005) oraz 7R

(Miftahudin i in. 2004; Collins i in. 2008). W 2009 roku opisano konserwatywne
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sekwencje ortologiczne migdzy zytem a ryzem zlokalizowane na wszystkich siedmiu
chromosomach zyta (Hackauf'i in. 2009).
e DArTseq

Ta wysokoprzepustowa technika stanowi swoiste rozwinigcie metody DArT (ang.
Diversity Arrays Technology). Metoda DArT to technika, ktora byta oparta na
hybrydyzacji mikromacierzy = wykrywajacych obecno$é/brak  poszczegdlnych
fragmentow w reprezentacjach genomowych. Aktualnie stosowana technika DArTseq
wykorzystuje do generowania markerbw metod¢ GBS (ang. genotyping by
sequencing) oparta na wysokoprzepustowym sekwencjonowaniu DNA, zamiast
hybrydyzacji mikromacierzy (Kilian i Graner 2012). Tym, co wyr6znia technike
DArTseq sposrod innych technik GBS jest metoda redukcji zlozonos$ci, ktéra jest
ukierunkowana na genomowe regiony kodujace. Metoda DArTseq oferuje rowniez
relatywnie lepsze pokrycie genomu z wysoka powtarzalno$cig I generuje markery z
mniejszg iloécig brakujacych danych w poréwnaniu z innymi metodami GBS (Allan i
in. 2020). W technologii DarTseq otrzymujemy dwie grupy markeréw: SilcoDArT
(obecno$é/nieobecnosé okreslonej sekwencji DNA - markery dominujace) i SNP
(polimorfizm pojedynczych nukleotydéw obecny w analizowanych fragmentach —

markery o charakterze kodominujacym) (Li i in. 2015; www.diversityarrays.com).

Markery molekularne stanowig wazne 1 powszechnie stosowane narzedzie w
badaniach genetycznych oraz pracach hodowlanych. Pozwolity one, migdzy innymi, na
opracowanie licznych map genetycznych dla réznych gatunkow roslin, dzigki Ktorym mamy
mozliwos¢ nie tylko doktadniej zapoznac¢ si¢ ze strukturag genomu ro$lin uprawnych, ale takze
okresla¢ potozenie na chromosomach loci cech ilosciowych (QTL). Dla przyktadu, u zyta
mapy genetyczne przyczynily si¢ do zlokalizowania QTLi zwigzanych z aktywnoscia a-
amylazy oraz porastania (Masoj¢ i Milczarski 2005, 2009; Masoj¢ i in. 2007; Mys$kow i in.
2010, 2012; Tenhola-Roininen i in. 2011) oraz genéw determinujacych kartlowato$¢ zyta
(Kubicka i Lewandowska 2003; Stojatowski i in. 2015; Kantarek i in. 2018). Sukcesem
zakonczyto si¢ roOwniez mapowanie gendéw tolerancji zyta na wolne jony glinu w glebie
(Aniot i Gustafson 1984, cyt. za Miftahudin i in. 2002; Gallego i Benito 1997, cyt. za
Miftahudin i in. 2002; Gallego i in. 1998; Wisniewska i Rafalski 2003) i genow odpornosci na
rdze zbozowe (Mago i in. 2002, 2005; Wehling i in. 2003; Roux i in. 2004). Dodatkowo
dzigki zastosowaniu markeréw molekularnych mozemy wzglednie tatwo 1 precyzyjnie

okresli¢ zréznicowanie materialu pod wzgledem genetycznym oraz oOszacowac dystans
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genetyczny pomiedzy interesujagcymi nas obiektami (Grzebelus 2009), a takze zweryfikowaé
czystos$¢ (jednorodnosc¢) odmian (Duczmal i Tucholska 2000).

Pierwsza mapa genetyczna zyta oparta o pionierski zestaw markeréw molekularnych
typu RFLP zostala opublikowana rowno 30 lat temu (Devos i in. 1993). Od tego czasu
wdrozono wiele nowych technik badawczych i osiggni¢to znaczacy postgp W badaniach
genomu zyta na poziomie molekularnym. Czasami motorem badan dotyczacych zyta byla
jego podwajna rola: nie tylko, jako europejskiej rosliny uprawnej, ale tez istotnego donora
warto$ciowych genoéw dla ulepszania uprawianej na catym $§wiecie pszenicy (Schlegel 2006).
Za najlepiej zbadany uznawany jest chromosom 1R, ktdrego translokacje od kilkudziesieciu
lat sg wykorzystywane w hodowli pszenicy (Wehling i Roux 2007; Wang i in. 2009; Flusch i
in. 2012; Schlegel 2014), a nast¢pnie odpowiednio chromosomy: 6R, 5R, 2R, 4R, 7R i 3R. W
2021 roku ukazaly sie publikacje z pierwszymi opracowaniami sekwencji DNA zyta
obejmujacymi caty genom (Rabanus-Wallace i in. 2021; Li i in. 2021).

Zrozumienie funkcjonowania skomplikowanych mechanizméw biologicznych
odpowiedzialnych za regulacje procesow zyciowych zyta jest wysoce istotne dla postepu
hodowlanego w obrebie tego gatunku. Zmiany klimatu zachodza coraz szybciej, o czym
Swiadczy rosngca Srednia temperatura powietrza wynikajagca ze stale zwigkszajacego sie
stezenia CO2 i innych gazéw cieplarnianych w atmosferze. Coraz czeSciej obserwujemy
ekstremalne zjawiska pogodowe, w szczegolnosci susze. Dlatego tez opracowanie nowych
odmian odpornych na susz¢ czy zasolenie, stanowi aktualnie jeden z najwazniejszych
kierunkow hodowli zb6oz. Pomimo iz postgp w poznawaniu genetyki Zyta jest znaczacy, to nie
tak szybki jak w przypadku spokrewnionych z nim gatunkéw, ktorych znaczenie gospodarcze

w skali §wiatowej] jest duzo wigksze (np. jgczmien, pszenica, kukurydza, sorgo, ryz i in.).
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MATERIAL I METODY

2.1. Material

Material badawczy stanowity nastepujace genotypy zyta ozimego:

e Odmiany uprawne pochodzace z polskich o$rodkéw hodowlanych (w nawiasach

podano rok wpisania do Krajowego Rejestru oraz nazwe hodowcy lub podmiotu

zachowujacego odmiang):

(@]

(@]

o

o

(@]

(@]

o

Dankowskie Amber (2010 rok; DANKO Hodowla Ro$lin sp. z 0.0.),
Dankowskie Diament (2005 rok; DANKO Hodowla Roslin sp. z 0.0.),
Armand (2011 rok; Vera-Agra sp. z 0.0.),

Horyzo (2011 rok; Hodowla Ro$lin Smolice sp. z 0.0. Grupa IHAR),
Bosmo (2001 rok; Hodowla Roslin Smolice sp. z 0.0. Grupa IHAR),
Amilo (1989 rok; DANKO Hodowla Roslin sp. z 0.0.),

Stanko (2007 rok; Przedsigbiorstwo Nasienne "ROLNAS" sp. z 0.0.).

e Odmiany populacyjne zyta o charakterze historycznym, otrzymane z bankow genéw

prowadzonych przez Instytut Genetyki Roslin i Badan nad Ro$linami Uprawnymi im.

G.W. Leibniza (The Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research -

IPK, Gaterseben, Germany) oraz Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w

Radzikowie (Krajowe Centrum Ro$linnych Zasobow Genowych-IHAR). W

nawiasach podano numery akcesyjne badanych obiektow w bankach gendw:

o

o

o

o

o

Vjatka (IPK: Akz. Nr: R1902),

Landsorte K9538 (IPK: Akz. Nr: R1469),
Svalofs St 52404 (IPK: Akz. Nr: R1586),
St. Wageningen (IPK: Akz. Nr: R1580),
Hungarian Giant (IHAR: 30955).

e Linie wsobne wyhodowane w Katedrze Genetyki i Hodowli Roslin Akademii

Rolniczej w Szczecinie przez profesora Mirostawa Lapinskiego (Lapinski i
Stojatowski 1996.):

©)

Linia 541 reprezentowana przez trzy wersje cytoplazmatyczne: dwie
meskosterylne z cytoplazma Pampa (541P) i z cytoplazma CMS-C (541C) oraz
przez wersj¢ meskoptodng z cytoplazma normalng (541N).

Linia 544C — linia meskosterylna z cytoplazmg C

Linia Ot-020 — linia meskoptodna przywracajgca ptodno$¢ u zyta z cytoplazma
C
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Reprodukcja nasion w/w linii wykorzystywanych w kilku sezonach wegetacyjnych byta
wykonywana systematycznie w kolejnych latach w szklarni Zachodniopomorskiego

Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie.

Prace polowe obejmowaly otrzymywanie mieszancOow miedzy wybranymi
komponentami rodzicielskimi na drodze rgcznego krzyzowania pojedynkow lub losowego
przepylenia izolowanych grup roslin. Rozmnozenia linii i otrzymywanie kolejnych generacji
mieszancoOw byly realizowane na drodze S$cistego chowu wsobnego. W tym celu na
pojedyncze ktosy reprodukowanych roslin naktadane byly przed kwitnieniem przezroczyste
izolatory z tomofanu (folia paro-przepuszczalna).

Doswiadczenia polowe prowadzono w Hali Wegetacyjnej Zachodniopomorskiego
Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie. Nasiona wysiewano w multidonicach, a po
kilkunastu dniach wysadzano punktowo w rozstawie roslin 20 x 20 cm w pasach o szerokosci

1 metra, migdzy ktorymi znajdowaty si¢ $ciezki pozwalajace na swobodng obserwacje roslin.
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2.2. Metody oceny plodnosci

Oceng mgskiej ptodnosci roslin przeprowadzano dwiema metodami. Pierwsza z nich

polegata na obserwacji kwitnacych kloséw i wzrokowej ocenie efektywnosci ich pylenia.

Kazda rosling oceniano indywidualnie 2-3 razy w czasie kwitnienia z wykorzystaniem 9-

stopniowej skali bonitacyjnej opracowanej przez Geigera i Morgensterna (1975). W metodzie

tej wyrozniamy trzy glowne klasy ptodnosci, a kazda z nich jest charakteryzowana przez trzy

podkategorie fenotypowe, co pozwala na przypisanie kazdej roslinie jednej z dziewigciu klas

fenotypowych (Geiger i Morgenstern 1975):

e Rosliny meskosterylne (MS)

1 - charakteryzujag si¢ matymi pylnikami, silnie zdegenerowanymi, stabo
wysuwanymi poza kwiaty 1 wyraznie niezdolnymi do wytwarzania
funkcjonalnego pytku

2 - charakteryzuja si¢ pylnikami zdegenerowanymi i brakiem funkcjonalnego
pytku

3 - charakteryzujg si¢ cienkimi pylnikami zdegenerowanymi w stopniu

umiarkowanym, ale na tyle duzym, ze brak jest funkcjonalnego pytku

e Rosliny czgsciowo ptodne (CP)

4 - charakteryzuja si¢ niewielka iloscia pytku zdolnego do zapylenia, ktory
pojawia si¢ w pojedynczych pylnikach

5 - charakteryzuja si¢ niewielka ilo$cia pylku zdolnego do zapylenia obecng w
licznych pylnikach

6 - charakteryzuja si¢ niewielkg iloscig pytku zdolnego do zapylenia, ktdry jest

wytwarzany w wigkszosci pylnikow

¢ Rosliny meskoptodne (MP)

7 - charakteryzujg si¢ pylnikami tylko nieznacznie zdegenerowanymi, a takze
dos¢ dobra zdolno$cia pylenia, ale wyraznie stabsza niz ro$liny w pelni
meskoptodne

8 - charakteryzujg si¢ pylnikami prawie normalnej wielko$ci, ktdre w
wickszosci sg dobrze pylace, ale ogolna efektywnos¢ pylenia catych kltosow
jest nieznacznie mniejsza niz w przypadku roslin w petni m¢skoptodnych

9 - charakteryzuja si¢ pylnikami normalnej wielkosci, a takze bardzo dobra

zdolnoscig pylenia
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Druga z zastosowanych metod oceny meskiej plodnosci ros§lin oparta byta na
efektywnosci zawigzywania ziaren w zaizolowanych klosach (osadzanie ziaren w ktosie). Na
co najmniej jeden ktos z rosliny zaktadano izolator z tomofanu, w celu uniknigcia zapylenia
obcym pytkiem (wszystkie ziarna, ktoére byty obecne w tych ktosach musialy by¢ rezultatem
samozapylenia). Po osiagni¢ciu pelnej dojrzatosci klosy zbierano, nastepnie zliczano liczbe
kloskow w klosie I rgcznie midcono poszczegdlne ktosy. W oparciu o ilo§¢ otrzymanych
ziarniakow okre$lano procent osadzenia ziarna w izolowanych klosach. W tym celu liczbe
ziaren z ktosa dzielono przez catkowitg liczb¢ kwiatkow w klosie (typowy klosek zyta sktada
si¢ z dwoch kwiatkow). Jesli kltosow bylo wiecej usredniano tg wartos¢. Uzyskany wynik

podawano w warto$ciach procentowych - zgodnie ze wzorem:

Srednia liczba ziaren w klosie
X 100%

Srednia liczba ktoskow w klosie x 2

W niektorych latach ocena osadzania ziaren w klosie zostata wykonana w
uproszczonym wariancie. Ograniczono si¢ do okreslenia liczby ziaren w catym zaizolowanym

klosie (okreslenie liczby ktoskéw w klosie pomini¢to).
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2.3. Material biologiczny do oceny wystepowania réznych typow cytoplazm

Europejskie odmiany populacyjne zyta ozimego (Dankowskie Diament, Bosmo,
Amilo, Stanko, Vjatka, Hungarian Giant, Landsorte K9538, Svalofs St 52404, St.
Wageningen) zostaty wysiane do multidonic, z ktoérych pobrano mtode liscie. Postuzyly one

do przeprowadzenia analiz molekularnych dotyczacych identyfikacji typu cytoplazmy.

2.4. Tworzenie mieszancow z odmianami populacyjnymi

Wybrane europejskie populacje zyta ozimego (Dankowskie Amber, Dankowskie
Diament, Armand, Horyzo, Vjatka, Hungarian Giant, Landsorte K9538) byly wykorzystane w
doswiadczeniu polowym, ktorego celem byto zbadanie obecnosci gendw restorerowych i non-
restorerowych. W tym celu utworzono mieszance poprzez krzyzowanie linii wsobnych 541,
wystepujacych w dwoch wersjach z cytoplazmg sterylizujacg (541C oraz 541P), z
poszczegdlnymi  odmianami populacyjnymi zyta ozimego. Na kazdym poletku
rozmnozeniowym wysadzono po 4 rzgdy roslin danej odmiany oraz po 1 rzedzie linii 541C i
541P (Rys.5).

Rzadek Obiekt
1 odmiana np. Armand
2 odmiana np. Armand
3 linia 541C
4 linia 541P
5 odmiana np. Armand
6 odmiana np. Armand

Rys.5. Rozmieszczenie obiektow na poletku rozmnozeniowym, ktore przed kwitnieniem
izolowano namiotem foliowym w celu utworzenia mieszancOw testowych.

Krzyzowanie zaszto pod namiotami foliowymi o0 wymiarach 1 x 1 metra. Kazdy
namiot obejmowat 6 rzgdow wchodzacych w sklad poletka rozmnozeniowego (RYs.5).
Uzyskane nasiona wysiewano, a wiosng kolejnego roku wykonywano ocen¢ mgeskiej
ptodnosci kazdej z roslin. Do oceny pylenia w okresie kwitnienia zastosowano 9-stopniowa
skale bonitacyjng (Geiger 1 Morgenstern 1975). Oceniane ro§liny rosly na polu

doswiadczalnym Hali Wegetacyjnej ZUT w Szczecinie w szerokiej rozstawie (20 x 20 cm).
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2.5. Tworzenie populacji mapujacej

W celu okreslenia lokalizacji genu pobocznego przywracajacego ptodno$¢ u roslin
zyta zwyczajnego (Secale cereale L.) z cytoplazmg sterylizujacg C postuzono si¢ populacja
mapujaca [544C x MOt]BC1. Geneza tej populacji przebiegata nastepujaco:

Ros$liny pokolenia F2 mieszanca miedzy linia meskosterylng 544C 1 linig Ot0-20

poddano analizom z wykorzystaniem markerow molekularnych. Linia Ot0-20 jest

efektywnym restorerem meskiej ptodnosci u zyta z cytoplazmg C, zawierajacym jeden
glowny gen przywracania ptodnosci oznaczony symbolem Rfcl oraz nieznang liczbe
gendéw pobocznych (Stojatlowski i in. 2004a; Stojatowski 2010). Zastosowanie

markerow molekularnych SCAR sprzezonych z genem Rfcl (Stojatowski 2010)

pozwolito na wskazanie z duzym prawdopodobienstwem, ktére z roslin F2 zawieraja

gen Rfcl. W roku 2012 w czasie kwitnienia rosliny mieszancowe pokolenia F2
poddano ocenie fenotypowej ptodnosci wykorzystujac 9-stopniowa skale bonitacyjng

(Geiger 1 Morgenstern, 1975). Rosliny, ktore wedlug oznaczen markerowych nie

zawieraly genu Rfcl, ale mimo to intensywnie pylily, zostaly uzyte do krzyzowan z

meskosterylng linig 544C. Sposrod badanych 179 roslin pokolenia F2, wytypowano

do krzyzowan 4 genotypy: MOt10, MOt19, MOt23 i MOt58. Po zakonczeniu sezonu
wegetacyjnego poprawno$¢ obserwacji wzrokowych wykonanych w czasie kwitnienia
potwierdzono wykonujgc ocen¢ stopnia zawigzywania ziarna w zaizolowanym przed
kwitnieniem klosie glownym. Dziatania te mialy na celu wytworzenie populacji
mieszancowej ,,semi-BC1” (do krzyZzowania wstecznego z linig 544C uzyto roslin
mieszancowych pokolenia F2), w ktorej pomimo braku genu Rfcl potomstwo

zawierato rosliny ptodne (Rys.6).

544C x Oto-20
(sterylny) (ptodny)

4 wybrane osobniki
(%)

n I

544Cx MOt1o 544Cx MOt23
544Cx MOtag 544Cx MOt58

Rys.6. Schemat powstawania populacji mapujacej BC1.
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Utworzona populacja mapujaca [544C x MOLt|BC1 skiadata si¢ tacznie z 64
genotypéw (544CxMOt10 - 11; 544CxMOt19 - 24; 544CxMOt23 - 13; 544CxMOt58 - 16).
Na populacji mapujacej [544C x MOt]BC1 przeprowadzono analizy molekularne z
wykorzystaniem markerow typu COS i SCAR oraz wykonano ocen¢ fenotypowa. Nastepnie
(w latach 2013-2015) kontynuowano prowadzenie krzyzowan wstecznych z wykorzystaniem
linii 544C po stronie matecznej. Zrédlem pytku byly najsilniej pylace rosliny z kolejnych
segregujacych potomstw mieszancowych. W ten sposob uzyskano odpowiednio pokolenia
BC2 i BC3. Celem tych zabiegéw bylo wyparcie wigkszosci gendw pochodzacych od linii
Ot0-20, pozostawiajac jedynie te odpowiedzialne za produkcje pytku.

Nastepnie na populacji [544C x MOt]BC3 byly prowadzone oceny fenotypowe oraz
chéow wsobny roslin meskoptodnych. W otrzymanych w wyniku chowu wsobnego
pokoleniach F2, F3, F4 i F5 wykonywano oceny plodnosci dwiema metodami (oceng
wzrokowg 1 oceng¢ stopnia zawigzywania si¢ nasion).

Dodatkowo na wybranych pojedynkach z populacji mieszancowych [544C x MOt]BC3F3
oraz [544C x MOt]BC3F4 wykonano analizy molekularne technologia DArTseq.
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2.6. lzolacja DNA

Materiatlem do izolacji DNA byly mtode liscie badanych roélin, ktére zaraz po
zebraniu mrozono i przechowywano w temperaturze -70°C. Przed izolacja DNA liscie byly
odwazane do polipropylenowych sterylnych probowek 2ml, nast¢gpnie zastosowano stalowe
kulki homogenizacyjne, ciekly azot oraz homogenizator (TissueLyser III QIAGEN), w
ktorym wytrzasano proboéwki przez 2 minuty przy czgstotliwosci 20 Hz. Tak przygotowany
material uzywano do ekstrakcji DNA przy zastosowaniu dwoch metod.

Izolacja z zastosowaniem 96 dotkowych polipropylenowych sterylnych ptytek wraz ze
zmodyfikowang procedura CTAB (Stein i in. 2001) stanowila podstawowag metode
pozyskiwania DNA (Protokot Z1 w Zalacznikach do pracy zawiera szczegdlowy opis
procedury). Jako metod¢ uzupelniajacg wykorzystywano komercyjny zestaw do izolacji
genomowego DNA z roélin - GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit firmy Sigma-
Aldrich (procedura zgodnie z zaleceniami producenta).

Po zakonczeniu izolacji DNA zastosowano czytnik spektrofotometryczny (Epoch BioTek) z
oprogramowaniem Gen 5 1.11 do zmierzenia koncentracji izolatu oraz okreSlenia jego
czystosci (wartos¢ absorpcji A260/A280 nm). Integralnos¢ DNA byta weryfikowana przy
zastosowaniu elektroforezy przeprowadzonej w 1% zelu agarozowym przy napigciu 90 V. w
czasie okolo 1,5-2 h (w Zelach rozdzielano po 2 pl ekstraktu). Po zakonczeniu rozdzialu zel
agarozowy byl inkubowany przez 15 minut w roztworze bromku etydyny (0,1g EtBr w 2
litrach TBE), a nastgpnie otrzymany wynik wizualizowano w §wietle UV (G:BOX SynGene) i

dokumentowano w programie GeneSnap (version 7.12 SynGene).
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2.7. Markery SCAR

W celu identyfikacji typu cytoplazmy u badanych 4 polskich odmian uprawnych zyta
ozimego (Dankowskie Diament, Bosmo, Amilo, Stanko) i 5 europejskich odmian
historycznych zyta ozimego (Vjatka, Svalofs St 52404, Landsorte K9538, St. Wageningen,
Hungarian Giant) wykorzystano 3 markery molekularne typu SCAR: coxl1, nad6 i nad?2
(Rys.7) (Stojatowski i in. 2006). Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowy byty
zgodne z danymi ujetymi w tabelach 1 1 2.

cox1 nadé6 nad?2

bp

1031—

900—
800
700
600

Rys.7. Rozktad oczekiwanych produktow dla zyta z poszczegdlnymi cytoplazmami
(Normalna, Pampa i trzy cytoplazmy Vavilovii: R, S, C), jakim charakteryzuja si¢
markery cox1, nad6 i nad2 (Stojatowski i in. 2006).

Tabela 1. Sktad mieszaniny reakcyjnej, w ktorej zachodzita amplifikacja produktow przy
zastosowaniu markeréw cox1, nad6 oraz nad2 dla polskich oraz historycznych
europejskich odmian zyta ozimego.

1 oréba dla mi .
Sktad mieszaniny PCR pltetere) CLET R £ I

20 pL
Bufor (Promega) 4 uL
25 mM MgCI2 1.2 uL
10 mM dNTPs 1.2 pL
Starter _F (5uM) 1ul
Starter R (5uM) 1L
H20 10.5 plL
Polimeraza GoTaqG2 Flexi (5U/uL) 0.1puL
DNA (25ng/uL) 1L
Ogotem 20 pL

32



Tabela 2. Profil temperaturowy, wedlug ktérego prowadzone byty analizy PCR-SCAR w
termocyklerze (BIO RAD T100 Thermal Cycler) dla polskich oraz historycznych
europejskich odmian zyta ozimego.

Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Denaturacja wstepna 94°C 5 min. 1
Denaturacja 92°C 45 s,
Annealing 57°C 45, 35
Elongacja 72°C 905,
Elongacja koncowa 72°C 10 min. 1
KoAcowy etap 10°C oo

Otrzymane proby z analizy PCR poddano elektroforezie w 1,5% zelu agarozowym. W
celu okreslenia dlugosci produktow amplifikacji zastosowano wzorzec (ThermoScientific™
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder). Po zakonczeniu rozdziatu zel agarozowy byt
inkubowany przez 15 minut w roztworze bromku etydyny (0,1g EtBr w 2 litrach TBE), a
nastgpnie otrzymane produkty amplifikacji wizualizowano w $wietle UV (G:BOX SynGene) i
dokumentowano w programie GeneSnap (version 7.12 SynGene).
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2.8. Markery COS

W czasie prowadzonych badan przetestowano 271 markeréw molekularnych typu
COS (ang. Conserved Ortholog Set). Wsrod uzytych markerow, 43 zostaty zaprojektowane na
potrzeby tej pracy. Pozostate 228 markerdw zostato udost¢pnionych przez dr B. Hackaufa, z
czego 34 zostaly wezesniej opublikowane (Hackauf i in. 2017) (por. Zatgczniki: Tabela Z1).
Wszystkie powyzsze markery zostaty uzyte do analiz na liniach rodzicielskich 544C i Ot0-20.
Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowy dla markerow COS byty zgodne z
danymi w tabelach 3 i 4. Markery COS, ktore wykazaty polimorfizm na liniach rodzicielskich
uzyto nast¢gpnie do badan przeprowadzonych na probach zbiorczych (opis tworzenia prob

zbiorczych na stronie 35).

Tabela 3. Sktad mieszaniny reakcyjnej, w ktorej zachodzita amplifikacja produktow przy
zastosowaniu 271 markeréw molekularnych typu COS na liniach rodzicielskich
544C oraz Ot0-20.

Sktad mieszaniny PCR . t pro.ba dia
mieszaniny 20 pL
Bufor (Promega) 4 uL
25 mM MgCI2 1.5 ulL
10 mM dNTPs 1.5uL
Starter _F (5uM) 1puL
Starter _R (5uM) 1uL
H20 5.9 uL
Polimeraza GoTaqG2 Flexi (5U/puL) 0.1 puL
DNA (25ng/uL) 5uL

Ogotem 20 pL

Dla niektorych markeréw molekularnych typu COS niezbedne okazato si¢
zmodyfikowanie standardowego skladu mieszaniny reakcyjnej, poprzez zwigkszenie
koncentracji MgCI2. Przy analizach z uzyciem markera tcos1787 dodawano 2 pl MgCI2
(zamiast standardowych 1,5 pl), natomiast dla 9 markerow (AK250908, c2624, c3765_ 2,
MWG2218, TC122582, TC363404, TC368552g, TC395749¢, tcos1435) ta wartos¢ wyniosta
2,5 pl. Do mieszaniny reakcyjnej z markerem tcos1173 zastosowano 3 pl MgCI2, a dla
markerow COS TC3185g i tc0s2138 nalezato zastosowac 4 pul MgCI2.
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Tabela 4. Profil temperaturowy, wedlug ktérego prowadzone byty analizy PCR-COS w
termocyklerze (BIO RAD T100 Thermal Cycler) na liniach rodzicielskich 544C

oraz Ot0-20.
Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Denaturacja wstepna 95°C 2 min. 1
Denaturacja 94°C 20s.
Annealing 55°C 60 s. 35
Elongacja 72°C 3 min.
Elongacja koricowa 72°C 10 min. 1
Koncowy etap 10°C 0o

Cze$¢ testowanych markeré6w musiata mie¢ zmodyfikowany profil temperaturowy
analizy PCR, a doktadnie etap przylaczania starterow (ang. annealing). Dla 8 markeréw
(c35973, CA498871, OSEC, TaAGP-L2, TC368844¢, tcos1475, tcos2351, tcos751) nalezato
obnizy¢ temperature tego etapu do 50°C, a z kolei dla 19 markeréow COS (c3116a 4,
€5542_1, cp29006, TC176835, TC372539¢g, TC383145g-5, TC408265g, tcos1305, tcos1308,
tcos1358, tcos1435, tcosl67, tcos2235, tcos233, tcos2629, tcos44, tcos658, tcos968,
TNACI1727) nalezalo podnie$¢ temperatur¢ annealingu do 60°C. Najwyzszg temperaturg
annealingu, czyli 65°C w analizie PCR, jaka zastosowano charakteryzowato si¢ 6 markeréw
molekularnych typu COS (c2624, ¢3765_2, TC112013, TC368630g, TC371388g, tcos1547).

Dla 110 produktéw otrzymanych w wyniku analiz PCR z wykorzystaniem markerow
COS nalezalo dodatkowo zastosowa¢ enzymy restrykcyjne (Hinf I, Hind III, Hae III, Dra I,
HinP1 I, EcoR I, Rsa I, Xba I, Taga I), w celu jednoznacznego zaklasyfikowania tych
markerow, jako monomorficznych lub polimorficznych (por. Zataczniki, Tabela Z2).

Produkty uzyskane po analizie PCR-COS i po cigciu enzymami restrykcyjnymi

poddano elektroforezie w 2% zelu agarozowym i wizualizowano w $wietle UV.

W celu ograniczenia kosztow analiz molekularnych zastosowano analizy na proébach
zbiorczych (BSA ang. bulked segregant analysis) (Zou i in. 2016). Utworzono dwie grupy
genotypow reprezentujace przeciwstawne fenotypy odnosnie efektu ptodnosci (,,grupa roslin
meskosterylnych”/’grupa roslin meskoptodnych”). Na podstawie wynikdw oceny wzrokowej
pylenia (9-stopniowa skala bonitacyjna Geigera i Morgensterna, 1975) oraz oceny stopnia
zawigzywania ziaren wyselekcjonowano z populacji mapujacej [544C x MOLt]BC1
czterdziesci osobnikdéw o skrajnych fenotypach (20 meskosterylnych 1 20 meskoptodnych).
Nastepnie w obrebie kazdej grupy fenotypow skrajnych wydzielono po dwie podgrupy. W ten
sposob utworzono po dwie proby zbiorcze dla grupy obiektéw meskosterylnych i kolejne
dwie proby zbiorcze dla grupy obiektow meskoptodnych. Kazda z tych 4 prob zbiorczych
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sktadata si¢ z 10 unikatowych pojedynkow (Rys.8). Utworzenie dwoch podgrup w obrebie
kazdej grupy skrajnie odmiennych fenotypéw miato na celu podniesienie precyzji analiz
opartych o metod¢ BSA. Zalozono, iz wszystkie obiekty w doswiadczeniu mialty losowy
rozktad alleli w genomie, ale wyjatek powinny stanowi¢ allele powigzane z cechg ptodnosci.
Po zastosowaniu markera molekularnego réznica w produktach amplifikacji migdzy dwoma
skrajnymi prébami zbiorczymi potwierdzona w obu podgrupach §wiadczyta, iz dane locus jest
powiagzane z badang cecha.

Przygotowane proby zbiorcze zostaly nastepnie wykorzystane do analiz PCR z
zastosowaniem wybranych markeréw molekularnych typu COS. Wyniki amplifikacji
markeréw COS umozliwily selekcje markerow polimorficznych wykazujacych korelacje z
cecha ptodnosci. Markery te zostaly nastepnie wykorzystane w analizach pojedynczych

genotypow populacji mapujacej [544C x MOt]BCL.

I I I I [
\l
\l
|
populacjamapujaca [54412 x MOt]BC1

l

OCENA FENOTYPOWA

‘ -_— IZOLACIA DNA
20 rozlin meskosterylnych \ 20 rosliny meskoptodnych

|

2 grupy rozlin meskosterylmech 2 grupy roslin meskoptadnych

Rys.8. Tworzenie prob zbiorczych w populacji mapujacej [544C x MOt|BCI.
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2.9. Markery DArTseq

Opracowana przez zespot badawczy dr Andrzeja Kiliana technologia DArTseq opiera
si¢ na opatentowanej metodzie redukcji ztozonosci genomu. Wysokoprzepustowa technologia
DArTseq generuje dwa rodzaje danych: SilicoDArT (wynik dla obecnos$ci/nieobecnosci
markeré6w dominujgcych) oraz SNP (polimorfizm pojedynczych nukleotydéw obecny w
analizowanych fragmentach DNA) (https://www.diversityarrays.com/).

Analizy DArTseq zostaly zlecone firmie Diversity Arrays Technology Pty Ltd w
Australii, ktora jest ich jedynym wykonawcg. Ze wzgledu na koszty analiz DArTseq
badaniami objeto ograniczong liczbe genotypoéw. Analizami DArTseq objegto tacznie 104
osobniki z populacji mapujacych [544C x MOt]BC3F3 oraz [544C x MOt]BC3F4, wszystkie
uzyskane w sezonie wegetacyjnym 2017/2018. Do analiz DArTseq wystano preparaty DNA o
koncentracji od 50 do100 ng/pl w ilo$ci 30 pl.
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2.10. Analizy statystyczne i bioinformatyczne

Do analiz statystycznych wynikéw otrzymanych z oceny fenotypowej wykorzystano
wspotczynnik korelacji oraz test Chi?. Wspétczynnik korelacji obliczono w programie
Microsoft Office Excell, natomiast test Chi? zostat przeprowadzony w programie JoinMap5
(Van Ooijen 2018).

W oparciu o publikacje Martis i in. (2013) i sekwencje dostgpne w bazach danych
NCBI (ang. National Center for Biotechnology Information; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
oraz GABI (ang. Genomanalyse im biologischen System Pflanze; https://www.gabipd.org/)
zaprojektowano 43 markery molekularne typu COS wykorzystujgc programy MGAlignlt (Lee
i in. 2003) i Primer3 (http://www.primer3.ut.ee). Konstruowanie map genetycznych zostato
zrealizowane z uzyciem programu JoinMap5 (Van Ooijen 2018) wykorzystujacego funkcje
Kosambi i szacujgcego odlegtosci miedzy loci na chromosomie w centyMorganach (cM). Za
minimalng warto$¢ sprz¢zenia markeréw, opisywang przez funkcje LOD (logarytm ilorazu
prawdopodobienstwa) przyjeto 3.

Wyniki otrzymane z analiz DArTseq na populacjach mapujacych [544C x MOt|BC3F3 i
[544C x MOLt]BC3F4 zestawiono z wynikami oceny fenotypowej tych populacji
wykorzystujac nieparametryczny test Kruskala-Wallisa. Obliczenia wykonano w programie
MapQTL5 (Van Ooijen 2004). Dziatanie to mialo na celu zidentyfikowanie markerow
DArTseq, ktére wykazywaly najsilniejsza korelacje z fenotypowymi wynikami oceny pylenia.
Kolejnym krokiem bylo zmapowanie wskazanych w poprzednim etapie markerow DArTseq
na genomie zyta (Rabanus-Wallace i in. 2021). Wykorzystano w tym celu program QIAGEN

CLC Genomics Workbench 11 (www.giagenbioinformatics.com).
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WYNIKI

3.1. Identyfikacja typu cytoplazm z wykorzystaniem markerow typu SCAR

Przy pomocy trzech markeréw molekularnych typu SCAR (cox1, nad6 oraz nad2)
zidentyfikowano rodzaj cytoplazmy obecnej w ro$linach wchodzacych w sktad dziewigciu
populacji zyta uprawnego. Badaniami objgto 4 polskie odmiany populacyjne i 5 europejskich
odmian historycznych zyta ozimego (Tabele Z3-Z11 w Zatacznikach). W obrgbie kazdej
populacji przebadano od 58 do 96 roslin (Tabela 5).

Analizy przeprowadzone w obrebie populacji Dankowskie Diament wykazaty
powszechne wystepowanie cytoplazmy Pampa (P). Cytoplazmg¢ P zawieraly wszystkie
przebadane rosliny tej odmiany, oprocz jednego osobnika (ro$lina numer 27), u ktorego
wystepowala cytoplazma Normalna (N) (Rys.9; Tabela Z3). Z kolei odmiana Bosmo
charakteryzowata si¢ obecnoscig cytoplazmy Vavilovii (V) (54 pojedynki) i cytoplazmy
Normalnej (41 pojedynkow). Cytoplazma Pampa nie zostata wykryta w tej odmianie (Tabela
Z4). Przeprowadzone badania wykazaly, ze populacja Amilo charakteryzowata si¢ obecno$cig
cytoplazmy typu Vavilovii u 63 osobnikéw oraz cytoplazmg typu Normalnego u 33
osobnikow (Tabela Z5). W przypadku odmiany Stanko zidentyfikowano obecnos¢ wszystkich
trzech cytoplazm zyta: cytoplazme typu Pampa zawieralo 26 genotypOw, cytoplazme typu
Normalnego 22 pojedynki, a cytoplazme Vavilovii 10 roslin (Tabela 5; Tabela Z6).

U Zadnej z historycznych odmian europejskich zyta ozimego cytoplazma Pampa nie
zostata zidentyfikowana. Populacje Svalofs St 52404 i Landsorte K9538 charakteryzowaty si¢
obecnoscig wylacznie cytoplazmy Normalnej (odpowiednio 94 pojedynki i 95 pojedynkow
objetych badaniami) (Tabele Z7-Z8). W przypadku odmiany Vjatka badania wykazaty
obecnos¢ dwoch typow cytoplazm: Normalnej (44 pojedynki) i Vavilovii (17 pojedynkdw)
(Tabela Z29). Wynik dotyczacy obecnosci cytoplazm w populacji St. Wageningen ksztattowat
si¢ nastgpujaco: 83 pojedynki charakteryzowaly si¢ cytoplazma typu Vavilovii, a u 13
pozostatych pojedynkéw zidentyfikowano cytoplazme Normalng (Tabela Z10). Analizy
wykazaty, ze w odmianie Hungarian Giant rowniez wystepowaty dwa typy cytoplazm, u 60
pojedynkéw  wystepowata cytoplazma Vavilovii, natomiast pozostate 36 roslin

charakteryzowato si¢ cytoplazmg Normalng (Tabela 5; Tabela Z11).
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Tabela 5. Liczba roslin z r6znymi cytoplazmami w badanych odmianach zyta ozimego

Odmiana Rodzaj cytoplazmy Suma
N ') P

D. Diament 1 - 95 96
Bosmo 41 54 - 95
Amilo 33 63 - 96
Stanko 22 10 26 58
Svalofs St 52404 94 - - 94
Landsorte K9538 95 - - 95
Vjatka 44 17 - 61

St. Wageningen 13 83 - 96
Hungarian Giant 36 60 - 96
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Rys.9. Identyfikacja cytoplazm w odmianie popﬁlacyjnej D. Diament, za pomocg markerow
mitochondrialnych typu SCAR (cox1 i nad6).
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3.2. Ocena 4 polskich odmian populacyjnych zyta ozimego pod katem

zdolnos$ci do przywracania meskiej plodnosci w systemach CMS-C i CMS-P

W roku 2015 oceniono meskg ptodnos¢ u 917 pojedynczych roslin mieszancowych
zyta ozimego, natomiast w 2016 roku ocenie poddano 695 roslin. Badane ros$liny
mieszancowe zostaty otrzymane w rezultacie zapylenia meskosterylnych wersji linii 541 z
cytoplazmami C i P pylkiem pochodzacym z polskich populacji zyta (Dankowskie Amber,
Armand, Dankowskie Diament 1 Horyzo). Liczebno$ci roslin poddanych ocenie dla
konkretnych kombinacji w poszczegdlnych latach byty mocno zréznicowane (Tabela 6), co
zalezato od dostepnosci nasion oraz przezywalnosci roslin w czasie zimy. Najmniej roslin
oceniono dla mieszanca 541C x Horyzo w roku 2016 — bylo to zaledwie 7 pojedynkow. W
wiekszosci przypadkéw (11 na 16 ujetych w tabeli 6) liczba ocenionych roslin byta wigksza
niz 100. Najliczniej reprezentowana w badaniach byta kombinacja mieszanca 541P x Horyzo

oceniana w 2015 roku — liczyta 169 rolin.

Tabela 6. Plodno$¢ mieszancow migdzy meskosterylnymi zrodtami cytoplazm CMS-C
i CMS-P, a polskimi populacjami zyta 0zimego.

Liczby roslin zakwalifikowanych do klas fenotypowych opartych o 9-stopniowg skale
Populacja Rok bonitacyjng Geigera i Morgensterna
P pulac) cMs yjna > _9 9 Ogétem
irédto pytku oceny Meskosterylne Czesciowo ptodne Meskoptodne
1 2 3 4 5 6 7 8 9
c 2015 0 1 15 11 4 7 5 9 75 127
2016 0 0 42 12 8 6 5 8 65 146
D. Amber
5 2015 1 4 29 12 9 6 4 6 14 85
2016 0 4 62 14 9 6 2 4 17 118
c 2015 0 0 12 2 1 4 3 7 74 103
2016 0 0 29 6 4 2 2 1 68 112
Armand
5 2015 7 19 66 9 4 9 2 2 4 122
2016 2 3 11 0 1 0 1 2 0 20
c 2015 0 0 16 3 8 8 12 11 64 122
) 2016 0 0 21 4 1 2 1 0 16 45
D. Diament
5 2015 2 8 52 16 13 6 4 6 17 124
2016 0 7 72 13 4 4 3 2 21 126,
c 2015 0 1 6 3 4 6 4 2 39 65
2016 0 0 3 0 0 0 0 0 4 7
Horyzo
5 2015 5 16 132 7 6 2 0 1 0 169
2016 0 76 45 0 0 0 0 0 0 121

Lacznie przebadanych osobnikéw charakteryzujacych si¢ cytoplazmg sterylizujacg C
(CMS-C) byto 727 (w 2015 roku 417; w 2016 roku 310). Oceniono takze 885 pojedynkow (w
2015 roku 500; w 2016 roku 385) z cytoplazmg sterylizujaca typu Pampa (CMS-P). W
obrgbie analizowanych mieszancOw miedzy liniami meskosterylnymi zawierajacymi oba
rodzaje CMS, a populacjami zyta, najliczniej reprezentowane byty rosliny zaliczone do klas
fenotypowych: 9 — rosliny w pelni me¢skoptodne, bardzo silnie pylace oraz 3 — rosliny
meskosterylne, ale o stosunkowo stabych objawach meskiej sterylnosci. Rosliny wykazujace
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objawy bardzo glebokiej sterylnosci (zaliczane do klasy 1 w oparciu 0 9-stopniowg skale
bonitacyjng Geigera i Morgensterna) nie wystepowaty, gdy obecna byla cytoplazma C,
natomiast w obecnosci cytoplazmy typu Pampa zidentyfikowano 17 takich roslin. Rosliny o
najsilniejszych objawach ptodnosci identyfikowane byly znacznie czesciej (okolo 5 razy

cze$ciej) w mieszancach, ktore charakteryzowaly sie cytoplazmg C (Tabela 7).

Tabela 7. Liczebnos¢ roslin mieszancowych powstatych w wyniku krzyzowan polskich
populacji zyta ozimego z zrodtami cytoplazmy sterylizujacej C oraz P
w latach 2015-2016.

Liczba roslin oceniona za pomoca 9-stopniowej skali bonitacyjnej
Rosliny mieszaficowe z CMS$ Meskosterylne Czesciowo ptodne Meskoptodne Ogotem
1 [ 2 [ 3 4 | 5 | 6 7 | 8 | 9
2015
Rosliny mieszaricowe z CMS-C 0 2 49 19 17 25 24 29 252 417
Rosliny mieszaricowe z CMS-P 15 47 279 44 32 23 10 15 35 500
2016
Rosliny mieszancowe z CMS-C Q0 0 95 22 13 10 8 9 153 310
Rosliny mieszancowe z CMS-P 2 90 190 27 14 10 6 8 38 385

Roznice wystepujace migdzy zrodtami CMS staja si¢ lepiej widoczne, Kiedy
przyjrzymy si¢ trzem glownym kategoriom fenotypowym (rosliny meskosterylne - MS,
czesciowo plodne - CP i mgskoptodne- MP) poréwnujac ich procentowg frekwencje w
poszczegbdlnych kombinacjach mieszancowych (zréznicowana liczebno$¢ osobnikéw
badanych w kazdej kombinacji oraz podziat na 9 klas fenotypowych wg skali Geigera i
Morgensterna mogg utrudnia¢ widoczno$¢ gtownych trendéw). Przywracanie ptodnosci przez
polskie populacje zyta ozimego u mieszancoOw bylo efektywniejsze, kiedy charakteryzowaly
si¢ one cytoplazmg CMS-C. Rosliny meskoptodne stanowity od 50% do 80% w mieszancach
badanych populacji. Wyjatek stanowily ocenione w 2016 roku mieszance pochodzace z
krzyzowania odmiany Dankowskie Diament z linia 541C, u ktorych udzial genotypow
okreslonych, jako meskoptodne wynosit niespetna 38%. Porownujgc wyniki roslin
mieszancowych z cytoplazmg C otrzymane w latach 2015 1 2016 zaobserwowano znaczne
rozbiezno$ci. Najprawdopodobniej wynikaja one z réznic w warunkach $rodowiskowych
panujacych w tych sezonach wegetacyjnych. W przypadku mieszancow z cytoplazmg CMS-P
dominowaty formy meskosterylne, ktore w wigkszosci badanych roslin mieszancowych
stanowity od 40 do nawet 100% genotypdéw. Odmiany Dankowskie Diament i Dankowskie
Amber zarébwno w latach 2015, jak i 2016 charakteryzowaly si¢ wickszg liczbg
meskoptodnych mieszancow z CMS-P w poréwnaniu z odmianami Horyzo i Armand. W obu
latach mieszance z odmiang Horyzo charakteryzowaly si¢ znikomym udzialem roslin

meskoptodnych z cytoplazmg Pampa (Rys.10).
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Rys.10. Procentowy udziat roslin zakwalifikowanych do trzech kategorii fenotypowych (MS — meskosterylne; CP — czgsciowo meskoptodne;
MP — meskoptodne) w mieszancach pochodzacych z zapylenia dwoch wersji cytoplazmatycznych linii 541 (z CMS-C i CMS-P)
pytkiem pochodzacym z czterech polskich odmian populacyjnych zyta ozimego w latach 2015 i 2016.



3.3. Ocena 3 historycznych europejskich odmian populacyjnych zyta

ozimego pod katem zdolnoSci do przywracania meskiej plodnosci w

systemach CMS-C i CMS-P

W roku 2017 oceniono m¢ska ptodnos¢ 467 roslin mieszancowych pochodzacych z
zapylenia meskosterylnych wers;ji linii 541 z cytoplazmami C i P pylkiem pochodzacym z
historycznych europejskich populacji zyta ozimego (Vjatka, Hungarian Giant i Landsorte
K9538). Natomiast w 2018 roku liczba badanych osobnikéw mieszancowych wyniosta 340.
Mieszance z udzialem wszystkich trzech w/w odmian populacyjnych z linig 541 zawierajaca
cytoplazm¢ Pampa w przewazajacej czgsci zawieraty rosliny meskosterylne (oceny 2 1 3 w
skali Geigera i Morgensterna). Dotyczyto to zardwno roslin badanych w 2017, jak i w 2018
roku. Wyniki oceny mgskiej plodnosci w obrebie mieszancéw z cytoplazmg CMS-C byly
zréznicowane w zaleznos$ci od zrédta pytku. Mieszance linii 541C z odmianami Vjatka i
Hungarian Giant w wigkszosci byty silnie mgskoptodne (ocena 9 w skali Geigera i
Morgensterna). Mieszance linii z CMS-C z odmiang Landsorte K9538 w obu latach badan
charakteryzowaty si¢ obecnoscig roslin meskoptodnych i meskosterylnych w mniej wigcej
podobnych proporcjach (Rys.11). Dodatkowo, wsérdd roslin poddanych ocenie w roku 2017,
mieszance z Landsorte K9538 z cytoplazmg C zawieraly wzglednie duza liczbe roslin

czesciowo plodnych (4 w skali Geigera i Morgensterna) (Tabela 8).

Tabela 8. Ptodno$¢ mieszancéw migdzy meskosterylnymi zrédtami cytoplazm CMS-C
i CMS-P, a historycznymi europejskimi populacjami zyta ozimego

Liczby roslin zakwalifikowanych do klas fenotypowych opartych o 9-
Populacja Rok stopniowg skale bonitacyjng Geigera i Morgensterna ,
L cMS —_— Ogodtem
irodto pytku oceny Meskosterylne Czesciowo ptodne Meskoptodne
1 2 3 4 5 6 7 8 9
C 2017 0 1 11 1 3 2 2 1 45 66
Viatka 2018 0 1 8 0 0 0 1 3 25 38
2017 1 18 53 5 1 0 0 1 1 80
P 2018 0 24 27 0 2 0 0 1 1 55
C 2017 0 0 4 3 1 1 1 3 62 75
. . 2018 0 0 0 0 0 3 48 55
Hungarian Giant 2017 1 14 50 8 3 0 0 0 0 76
P 2018 0 36 52 1 1 1 2 0 0 93
C 2017 0 31 16 3 3 6 8 23 92
2018 0 16 3 5 2 3 5 14 53
Landsorte K9538
2017 3 24 48 2 0 0 0 0 1 78
P 2018 0 22 24 0 0 0 0 0 0 46
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Lacznie oceniono pod wzgledem fenotypowym 379 pojedynkdw (233 w 2017 roku i
146 w 2018 roku) zawierajacych cytoplazme sterylizujaca CMS-C oraz 428 pojedynkow (234
w 2017 roku i 194 w 2018 roku) z cytoplazmg sterylizujaca CMS-P. Najliczniej
reprezentowane byly rosliny zaliczone do klas fenotypowych: 9 — rosliny w pehi
meskoptodne, bardzo silnie pylace oraz 3 — rosliny meskosterylne, ale o stosunkowo stabych
objawach meskiej nieptodnosci. Rosliny wykazujace objawy bardzo glebokiej sterylnosci
(zaliczane do klasy 1 w skali Geigera i Morgensterna) nie wystepowaty, gdy obecna byta
cytoplazma CMS-C, natomiast zidentyfikowano 5 takich roslin z cytoplazmg typu Pampa.
Mieszance z cytoplazmg CMS-P, charakteryzowaly si¢ bardzo duzym udzialem roslin

meskosterylnych (Tabela 9).

Tabela 9. Liczebno$¢ roslin mieszancowych powstatych w wyniku krzyzowan historycznych
europejskich populacji zyta ozimego z Zroédtami cytoplazmy sterylizujacej C oraz P
w latach 2017-2018.

Liczba roslin oceniona za pomoca 9-stopniowej skali bonitacyjnej
Rosliny mieszaficowe 2 CMS Meskosterylne Czesciowo ptodne Meskoptodne Ogdtem
1 | 2 | 3 4 | 5 | &6 7 | 8 | 9
2017
Rosliny mieszancowe z CMS-C 0 3 46 20 7 6 9 12 130 233
Rosliny mieszanicowe z CMS-P 5 56 151 15 4 0 0 1 2 234
2018
Rosliny mieszancowe z CMS-C 0 7 27 3 5 2 4 11 87 146
Rosliny mieszancowe z CMS-P 0 82 103 1 3 1 2 1 1 194

Udziat roslin meskosterylnych w trzech kombinacjach mieszancowych z cytoplazma
Pampa miescit si¢ w granicach od okoto 85% do 100%. Frekwencja roslin meskoptodnych u
mieszancéw z cytoplazmg Pampa byla na bardzo niskim poziomie — od O do 3,64%.
Krzyzowania linii 541P ze wszystkimi trzema badanymi populacjami dawaty bardzo podobne
rozklady fenotypowe w obu latach badan. Najwazniejsza rdznica migdzy sezonami
wegetacyjnymi polegata na nieznacznie wigkszym udziale roslin czgsciowo ptodnych 1 nieco
mniejszym w pelni sterylnych w roku 2017 w poréwnaniu do roku 2018. Dwa mieszance z
cytoplazmg C, w ktorych Zrédlem pytku byly odmiany Vjatka i Hungarian Giant,
charakteryzowaty si¢ dominujagcym udziatem ro$lin meskoptodnych. Wyraznie odrebny
wynik uzyskano przy ocenie mieszancoéw z udzialem trzeciej badanej odmiany: udziat roslin
meskoptodnych w mieszancach linii 541C z jugostowianska populacja Landsorte K9538
wynosit zaledwie okoto 40%. W przypadku tego mieszanca grupa roslin meskoptodnych
wcigz byta najliczniejsza wsrdd trzech klas fenotypowych (MS, CP i MP), ale stanowita mniej
niz potowe ocenionych roslin. Frekwencja roslin meskoptodnych w mieszancach z odmiang

Vjatka w obu latach badan przekraczala 70% przy udziale roslin meskosterylnych w
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granicach 18-24%. Najmniejsza frekwencja genotypoéw dopetiajgcych dla systemu CMS-C
zostala stwierdzona w odmianie Hungarian Giant przy jednoczesnej obecnosci licznych
genotypoéw skutecznie przywracajacych meska ptodnosé. Od 88% do prawie 93 % roslin
mieszancowych z ta populacjg w roli komponentu ojcowskiego (w zaleznosci od roku badan)

stanowity formy silnie pylace (Rys.11).

3.4. Podsumowanie oceny populacji zvta pod katem ich zdolnosci do

przywracania meskiej plodnosci zyta z CMS-C i CMS-P

Trzy historyczne odmiany populacyjne zyta ozimego objete badaniami
charakteryzowatly si¢ znacznie wigksza frekwencja genotypéw dopetniajacych meska
sterylno$¢ w systemie CMS-P w porownaniu do czterech odmian uprawnych z polskiej
hodowli. Wérdd badanych czterech polskich odmian zaobserwowano duze zréznicowanie pod
wzgledem zdolno$ci do przywracania meskiej ptodnosci zyta z cytoplazmg Pampa. To
zrdéznicowanie jest szczegdlnie widoczne dla mieszancéw z odmianami Dankowskie Amber i
Dankowskie Diament w poréwnaniu do pozostatych dwoch odmian. Odmiany zarejestrowane
wspotczesnie przez spotke DANKO Hodowla Roslin S.A. charakteryzowaty si¢ w obu latach
badan wyraznie mniejsza frekwencja osobnikdéw dopetniajacych meska sterylnosé, a wieksza
genotypow przywracajacych ptodnos¢ (czesciowo lub w petni) w porownaniu do odmian z
alternatywnych hodowli (odmiany Horyzo i Armand).

Mieszance z cytoplazma C, w ktorych komponentami ojcowskimi byly rosliny
pochodzace zaro6wno z historycznych europejskich jak 1 wspotczesnych polskich odmian,
charakteryzowaty si¢ znacznym udzialem pojedynkoéw meskoptodnych (Rys.10; 11). Wyjatek
stanowila populacja Landsorte K9538. Mieszance z jej udzialem w roli zapylacza zawieraty w
obu latach badan zblizone liczebno$ci roslin meskosterylnych i meskoptodnych (Tabela 8), co
swiadczy, ze w jej skltadzie poza genotypami przywracajacymi meska ptodnos¢ w CMS-C,

obecne sg rowniez liczne formy dopelniajagce meska sterylnosc.
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Rys.11. Procentowy udziat roslin zakwalifikowanych do trzech kategorii fenotypowych (MS — meskosterylne; CP — czgsciowo meskoptodne;
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pytkiem pochodzacym z trzech europejskich historycznych odmian populacyjnych zyta ozimego w latach 2017 i 2018.



3.5. Wyniki oceny fenotypowej meskiej plodnosci w kolejnych pokoleniach

otrzymanych w obrebie populacji mieszancowej [544C x MOt]|BCx

Cykl krzyzowan wstecznych, w wyniku, ktérych uzyskano kolejne pokolenia
populacji mapujacej [544C x MOt] zainicjowano w 2012 roku. Pylek z opisanych w Materiale
i metodach 4 ro$lin mieszanca F2: MOt10, MOt19, MOt23 i MOt58 uzyto do zapylenia
meskosterylnej linii matecznej 544C. Otrzymane pokolenie mieszancow wstecznych
oznaczono, jako BCI1, chociaz pierwszy cykl krzyzowania z linig rodzicielska wykonano z
uzyciem roslin mieszanca F2, a nie F1 (co jest standardem przy krzyzowaniach wstecznych).
Uzyte do krzyzowan 4 ro$liny pokolenia F2 byly wstepnie ocenione przy pomocy markerow
molekularnych (por. Materialty i metody). Zgodnie z wynikami tych analiz nie powinny
posiada¢ glownego genu restorerowego Rfcl, a mimo to byly zdolne do intensywnej
produkcji pytku. Otrzymane mieszance pokolenia BC1 liczyly 64 osobniki, ktore segregowaty
pod wzgledem meskiej sterylnosci/ptodnosci. Potowa roslin zostata oceniona w skali Geigera
i Morgensterna na stopnie od 1 do 3 (czyli ros$liny meskosterylne o ré6znym poziomie
ekspresji tej cechy), a kolejne 32 ro$liny zostaly zakwalifikowane do klas od 4 do 7
(czesciowo ptodnych i meskoptodych) (Rys.12).
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Rys.12. Liczba roslin zakwahﬁkowanych do 9 klas wg Gelgera 1 Morgensterna w populacji
mapujacej [544C x MOt]BC1 w 2013 roku.

W nastgpnych dwoch latach kontynuowano zapylanie linii mgskosterylnej 544C pytkiem
najbardziej megskoptodnych roslin wybranych z kolejnych segregujacych pokolen krzyzowan
wstecznych. Pozwolito to na uzyskanie populacji [544C x MOt]BC3.

W 2015 roku 9 roslin z pokolenia [544C x MOt]BC3 o najwyzszym poziomie meskiej

ptodnosci zostalo poddanych samozapyleniu celem uzyskania populacji BC3F2. Otrzymane w
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ten sposob 178 ziaren wysiano w szklarni do ogrodniczych multidonic, a nast¢pnie po
kilkunastu dniach 148 uzyskanych siewek wysadzono na polu doswiadczalnym
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie. Ze wzgledu na stabg
zywotno$¢ roslin skutkujaca duza iloscig strat, tylko 102 osobniki zostaly poddane ocenie
wzrokowej w 9-stopniowej skali bonitacyjnej (Geiger i Morgenstern 1975) oraz ocenie
stopnia zawigzywania ziaren w izolowanych klosach w roku 2016. Uzyskane ro$liny
mieszanca [544C x MOt]BC3F2 w ani jednym przypadku nie byly w petni meskoptodne. W
sumie 38 osobnikow wykazato meskg sterylno$¢ (oceny od 1 do 3 w skali Geigera i
Morgensterna). Pozostale 64 rosliny okreSlono jako cze$ciowo plodne (tzn. 4-6 w skali
Geigera i Morgensterna), ale tylko jeden osobnik uzyskal ocen¢ najwyzsza rowng 6 (Tabela
10).

W 2016 roku pylace rosliny populacji mieszancowej [544C x MOt]|BC3F2 poddano
samozapyleniu w celu uzyskania pokolenia F3. Na polu doswiadczalnym
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie wysiano 182 nasiona z
pokolenia [544C x MOt]BC3F3. Dodatkowo, ze wzgledu na duzy odsetek strat roslin
nalezagcych do pokolenia [544C x MOt|BC3F2 odnotowany w poprzednim sezonie
wegetacyjnym (Tabela Z12), w styczniu 2017 wysiano do wiader w szklarni
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie dodatkowe 201 ziaren
tej populacji z partii rezerw. Gleboka depresja wsobna, warunki srodowiskowe, choroby oraz
inne czynniki prawdopodobnie przyczynily si¢ do tego, iz na polu doswiadczalnym nie
wykietkowato az 141 nasion (co stanowito okoto 77% wysianych materialow). Straty
genotypow w doswiadczeniu prowadzonym w szklarni byly mniejsze, ale i tak
zaobserwowano 38% wypadow (77 nasion nie wykietkowato). Z tego powodu ocenie
fenotypowej poddano zaledwie 41 pojedynkéw rosngcych na polu do$wiadczalnym i 124
osobniki w szklarni. Ro$liny charakteryzujace si¢ pelng meska ptodno$cia, oceniane na 7-9 w
skali Geigera 1 Morgensterna, nie wystgpity ani w populacji mieszancowej [544C x
MOt]BC3F3 rosngcej na polu doswiadczalnym ani w populacji mieszancowej [544C x
MOt|BC3F2 w szklarni. W obu populacjach mieszancowych wystepowaly wylacznie
pojedynki zaliczane do kategorii ro$lin meskosterylnych i czg§ciowo plodnych (Tabela 10).

W 2017 roku samozapyleniu poddano mg¢skoptodne rosliny z obu badanych pokolen
populacji mieszancowej: [544C x MOt]BC3F2 oraz [544C x MOt]BC3F3. Otrzymane
nasiona [544C x MOt]BC3F3 oraz [544C x MOt|BC3F4 zostaly wysiane jesienig 2017 do
multidonic, a nastepnie wysadzone na polu doswiadczalnym Zachodniopomorskiego
Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie. W obrgbie populacji [544C x MOt]BC3F3
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wysadzono 186 roslin, ale ocenie fenotypowej wiosng 2018 roku poddano tylko 64 osobniki
(pozostate nie przetrwaty do czasu kwitnienia). Z kolei z populacji [544C x MOt]BC3F4
wysadzono 163 pojedynkoéw, z ktorych ocenie poddano tylko 40 roslin mieszancowych.
Wiekszo$¢ roslin utracono w czasie jesienno-zimowym ze wzgledu na ich stabg zywotnos¢ i
brak odpornosci na niekorzystne czynniki $rodowiska. W obu ocenionych populacjach
wystapita niewielka liczba osobnikow, ktore w skali Geigera i Morgensterna zaliczane sg do
form w pelni me¢skoptodnych i catkowicie meskosterylnych. Najliczniejsza grupe w obu
otrzymanych populacjach mieszancowych stanowity rosliny cz¢$ciowo ptodne (4-6 w skali
Geigera i Morgensterna) (Tabela 10).

Z populacji mapujacych [544C x MOt]BC3F3 i [544C x MOt]BC3F4 badanych w sezonie
wegetacyjnym 2017/18 pobrano liscie w celu wyizolowania DNA, do przeprowadzenia analiz
z uzyciem technologii DArTseq.

W 2018 roku poddano samozapyleniu pojedyncze rosliny me¢skoptodne z populacji
mieszancowych [544C x MOt]BC3F3 i [544C x MOt]BC3F4 celem uzyskania kolejnych
pokolen: BC3F4 i BC3F5. Z uwagi na zaobserwowana w poprzednich sezonach
wegetacyjnych stabg zywotno$¢ badanych roslin (Tabela Z12) zdecydowano si¢ na
przeprowadzenie oceny fenotypowej w szklarni (zrezygnowano z badan w otwartym polu).
Zakladano, ze przy bardziej stabilnych warunkach zewngtrznych tatwiej bedzie utrzymacé
rosliny charakteryzujace si¢ slaba zywotnoscig. Ocenie fenotypowej opartej na liczbie
zawigzanych ziaren w izolowanych klosach, poddano tacznie 259 roslin z otrzymanej
populacji mieszancowej [544C x MOt]BC3F4 oraz 199 ro$lin z otrzymanej populacji
mieszancowe] [544C x MOt|BC3F5. Wzglednie liczng grupe stanowily rosliny
meskosterylne, ktore nie zawigzaly ziaren w izolowanych klosach. W populacjach [544C x
MOt|BC3F4 1 [544C x MOt]BC3F5 ich liczba stanowila odpowiednio 114 i 53.
Najliczniejsze byly fenotypy, ktére w obu badanych populacjach mapujacych oceniono, jako
cze$ciowo plodne. Zaliczono do nich rosliny, ktore zawigzaty w wyniku samozapylenia mniej
niz 20 ziaren w klosie. Roslin meskoptodnych, u ktorych liczba ziaren w zaizolowanych
ktosach wynosita co najmniej 20, byto niewiele zar6wno w populacji [544C x MOt|BC3F4,
jak i [544C x MOt]BC3F5 (Tabela 11).
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Tabela 10. Ptodnos$¢ roslin w kolejnych pokoleniach (od F2 do F4) populacji mapujacej [544C x MOt]BC3.

Liczby ro$lin zakwalifikowanych do klas fenotypowych opartych o 9-stopniowa skale bonitacyjng Ogdina
Miejsce . . Geigera i Morgensterna liczba | Wsp.
) Rok [Pokolenie Populacja : y
siewu Meskosterylne Czesciowo plodne Meskoptodne ocenionych | Korelacj
1 2 3 5 6 7 8 9 rosin
544C x MOt10 8 4 7 8 2 0 0 0 0 29
pole [2016 | BC3F2 [544C x MOt19 1 1 4 13 14 0 0 0 0 33 0,52
544C x MOt23 2 11 0 16 10 1 0 0 0 40
544C x MOt10 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
pole BC3F3 |544C x MOt19 2 0 0 4 12 0 0 0 0 18 0,56
2017 544C x MOt23 3 0 1 9 8 1 0 0 0 22
. 544C x MOt19 1 0 4 5 0 0 0 0 0 10
szKlarnia BC3F2 I5aac x wowa 16 : % 50 0 0 0 0 g | 0
544C x MOt19 4 3 2 10 7 5 1 0 0 32
oole | 2018 BC3FS 544C x MOt23 1 1 0 6 18 5 1 0 0 32 0.66
BC3F4 544C x MOt19 0 0 0 1 1 1 1 4 0 8 060
544C x MOt23 3 3 0 5 15 4 1 1 0 32 '




4]

Tabela 11. Liczebnosci roslin populacji mieszancowych [544C x MOt]BC3F4 i [544C x MOt]BC3F5 badanych w 2019 roku z uwzglednieniem

wynikdéw oceny fenotypowej meskiej ptodnosci opartej o liczby ziaren w zaizolowanych klosach

Msiieejvsvie Rok | Pokolenie Populacia Liczba ziaren w zaizolowanych ktosach Ogélem
0 1-9 10-19 20-29 30-39 240
544C x MOt19 roslina1 36 47 2 0 0 0 85
544C x MOt19 roslina2 22 22 0 0 0 0 44
BC3F4 [544C x MOt19 roslina3 27 10 7 2 1 0 47
544C x MOt23 roslina4 25 31 3 0 0 0 59
szklarnia | 2019 544C x MOt23 roslina5 4 16 4 0 0 0 24
544C x MOt19 roslina1 27 44 4 0 0 0 75
544C x MOt23 roslina2 2 0 0 0 0 3
BC3F5 |544C x MOt23 roslina3 2 0 0 0 0 2
544C x MOt23 roslina4 9 21 11 2 0 1 44
544C x MOt23 roslina5 13 47 11 3 1 0 75




3.6.

markeréw molekularnych

Identyfikacja pobocznych o0endw restorerowych z wykorzystaniem

W celu zlokalizowania restorerowego genu (lub wiekszej liczby gendw) w populacji
mapujacej [544C x MOt]BC1 przetestowano 274 markery molekularne. W przewazajacej liczbie
byly to markery typu COS (ang. conserved ortholog set) zlokalizowane na wszystkich 7
chromosomach zyta (Tabela Z1). Wiekszo$¢ uzytych markerow zostata opracowana przez B.
Hackaufa (34 markery pochodzity z pracy Hackauf i in. (2017), a kolejne 194 markery nie byty
wczesniej opublikowane i1 zostaly grzeczno$ciowo udostepnione do badan przez autora). Trzy
markery molekularne SCAR (d508318F6R249, MtrA22, SCSz23L500) uzyte w tych badaniach
zostaly opracowane w KGHiBR ZUT (Tabela Z1). Pozostate 43 markery COS zostaly
zaprojektowane de novo w ramach niniejszej pracy doktorskiej. Nowe markery zostaly
zaprojektowane do sekwencji DNA charakterystycznych dla chromosoméw 2R i 3R (Tabela 12),
co wynikato z niezadowalajacej liczby dostgpnych markeréw molekularnych dla tych dwoch

chromosomoéw.

Tabela 12. Markery COS zaprojektowane w celu realizacji badan w obrebie populacji mapujace;j
[544C x MOt]BCL.

Chromosom | Marker Starter F Starter R pro?::lft(: ét[l:pz]
2R c282 | AGACGGCCTTGCAATGTTTT GACATCGAACAGCCTCTTGG 566
2R €614 | GAGACCCCTGTGTTGACCA GCTAAGCTATCAACCATCACAAG 946
2R c442 | CTATGAGGAGTATGCACGGC GTAAGCGGTCCGTCCTTCT 466
2R c431_1 | GATGGCTGATATCACGGAACA TTCTTTGGTTGGTTGCATGAAA 818
2R c431_2 | GCAAGATGGCTGATATCACGG GGTTGCCTCCGTTTGTATAGG 776
2R c1332 | GCTGAGAATGTCCGTGTCAAAT AGTAACTGGAAGGATCAGGTAAC 848
2R c2609 | GCAGTTGGGAAGCTAAGAGG TCAGCCAAACCTCCAACAGA 957
2R c738 | GGGACAGGAAGGCTTGGAAT GCTTTCGTCTCGCTGGATG 643
2R c3339 | CACTGCCACAAGTGCCATTA TAACCCCAAAACGCCCAGAT 981
2R c474 | GGACTGAGCAAATTCCAATGGT TGACAGCACTAGAAGAAATCCAC 989
2R €921 | ATATCTCCCGCTGACAAGGC CGAGCAAGGGAGAGCCTATT 688
2R c127 | CTAGCCAACAAGTTCCTCTACT TGTGAAGCTCCCAGATCTTG 850
2R €983 | TGCTCGACTCTGACAACATG CCGGGAAATAGCTAGCAAGG 850
2R €998 | TAACGCAACTTACCGCCATG GCAGAGGGAGTGGAACCAAT 392
2R GRM | TCTAAAGGTGCAAGTCAGGGA GGTTCTCCGTCAAGTATTGTTTC 597
2R c870 | CACCTGGCCTTGCGTTTG CTCCCTCTTGTCACCCTTCA 471
2R c800 | TGGGGTCCAACGTCAAGTAC TGCGAATGGTTGCTTGTAGT 905
2R €1249 | CAACCTTCCTTTCTCATTTGGAT AGTAGCTGGGTTCTTCTTTCC 500
2R c1560 | TGCTAGATGAAAGAAACCTGCTG CCTCAAAGCAGCTACTCGATTA 239
2R c115 | ATGCTGCTGGAGAATGGGTA AGTCCTTGAGATGCGAGTTCT 211
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2R c892 | GCAAGAGGACAACTGCACAT GTCCACACAAGCCGCATG 683
3R c3934 | TGGTTTCCATGATGCAGATCG CTGACCTGCCAGTTTCTCCA 700
3R c2193 | TGAACCAACCTTTGAGCAGC GTTTCCTGAATTTCCTCCGAGA 569
3R c991 | TGTGACATGCGGTGAAGATT AGCTCTCCAATCTTGTCTCCA 979
3R 625 | CAAACTCCAAAAGCCCAGGT TAGCACCTCTGGCTTCCTTC 490
3R c308 | AAGCTTGTTTTCTGGGAGTCT AGAATTTGGCGTATGGTTCCAG 395
3R c549 | GAAGGTCTCCGTCGTGTCC CTGCAGATCCGCGACCTT 266
3R c825 | ATGCAGCCTGGAATACGTTG GTCCCAGATTGAGAGGAGCA 987
3R c761 | CTTGCGCCAGATGTCAAACT TCCCCATTCATCTCTGGCAC 919
3R c578 | GTCATAGTTATTTCTGGACCTGC GGGATCTTGTCTTTGCTCAACA 989
3R c1464 | AGTTGATGCGGTTTCCTTAGA AGAACGTACCACCCCTTCAAT 443
3R c1992 | AAAGCACAAGTTCCGCCTG GGGATGATTCGAGATAGTGGC 661
3R c1361 | TCTGATGATCTGGCCTTTGC AGCTCTTCCTCTTCGTCGTC 698
3R c1473 | TGAAGAAATCTGGAAAGTGGGA TGAGACAAACAATGGACCGG 597
3R c344 | GCTACTGAGTGTTGGCATCG CCACCTGCTTTCTCAACTGG 831
3R c849 | TCAAGGGTAGAAGCTGGAAGA ACCTTTTGCCATCGATGCAA 700
3R c1115 | TTCAGGGAATAAACCAGGCG AATGGGAGAGACAAGTGCTG 393
3R c1710 | CCTGACACAAACTAAGCAAGC TGAAGGATGACTCAGCTCGT 590
3R c762 | ATTTGTGGTGCCAGGTTCTG TTCTCCACCAAACCAAGAAAATC 781
3R c651 | TCTGCCAGAATGAAAGGAGAATA | ATTTGCATGTCCCGGTCTTC 554
3R €298 | GGACGAGGACCAACTTGAATC TGACAACGGATGACACCTTC 496
3R c1189 | TGGCACCATCTACCCTATCAC GCTCACAGGCATATGGTTCTC 359
3R c1616 | CTGTGGAGGATGGAGGACTC GGAGGCGAGGACCTGAAG 545
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3.6.1. Poszukiwanie polimorfizmu genetycznego w obrebie linii rodzicielskich przy
pomocy markerow PCR

Poszukiwanie markerdw ujawniajacych polimorfizm genetyczny migdzy liniami 544C i
Ot0-20, ktérych mieszaniec dat poczatek populacji mapujacej [544C x MOt]BCI, stanowito
pierwszy etap badan zmierzajgcych do zmapowania pobocznego genu (lub gendw) o charakterze
restorerowym dla zyta z CMS-C. Uzyto tutaj wszystkich dostepnych markerow opartych o
metod¢ PCR: 271 markeréow COS oraz 3 SCAR. Charakter monomorficzny wykazaty 74
markery molekularne (13 z nich to markery COS zaprojektowane w czasie realizacji tej pracy).
W wyniku przeprowadzonych analiz zidentyfikowano 128 markerow molekularnych
ujawniajacych polimorfizm (13 z nich stanowity markery zaprojektowane specjalnie na cele
niniejszej pracy). Wsrod nich 86 wykazywato charakter kodominujacy, a 42 dominujacy (W tym
markery SCAR). W przypadku uzycia pozostatych 72 testowanych par starterow nie uzyskano
produktow amplifikacji. Do tej grupy nalezato 17 markerow COS opracowanych de novo na
potrzeby niniejszych badan. Sposrod przetestowanych markeréw najwigcej byto dedykowanych
do chromosomu 4R (77 markeréw COS i 3 SCAR), a najmniej do chromosomu 7R (11
markerow COS) (Tabela 13).

Tabela 13. Liczebnosci przetestowanych markerbw PCR wedlug ich lokalizacji na 7
chromosomach zyta.

Markery CHROMOSOMY Chromosomy 1R-7R
1 2 3 4 5 6 7 razem
Monomorficzne 19 9 16 8 14 4 4 74
Polimorficzne 19 6 16 66 10 9 2 128
Kodominujace 15 1 9 42 9 9 1 86
Dominujace 4 5 24 0 1 42
Nieamplifikujace 19 15 11 6 11 5 5 72
Ogotem 57 30 43 80 35 18 11 274
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3.6.2. Analizy z wykorzystaniem prob zbiorczych

Drugim etapem badan bylo uzycie 128 wspomnianych powyzej polimorficznych
markerow (125 COS i 3 SCAR) do poszukiwania rdéznic genetycznych pomiedzy probami
zbiorczymi. Jak zasygnalizowano w rozdziale ‘Materiaty i metody’, do analiz wykorzystano 4
proby zbiorcze (kazda sktadata si¢ z 10 pojedynkéw): 2 proby sktadaty sie z osobnikow
meskosterylnych, a 2 przeciwstawne z osobnikéw meskoptodnych. W celu uniknigcia btedow
technicznych analizy markerow przeprowadzane w obrgbie prob zbiorczych obejmowatly
réwniez powtorne testy na liniach rodzicielskich 544C i Ot0-20 (Rys.13). Markery molekularne
roznicujace linie rodzicielskie bardzo rzadko pozwalaty na ujawnienie roznic genetycznych
miedzy probami zbiorczymi ro$lin mgskosterylnych i mgskoptodnych. Sporadycznie
obserwowane roznice w obrgbie prob zbiorczych na ogoél dotyczyly tylko jednej z dwodch

badanych grup roslin meskosterylnych lub meskoptodnych.
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Rys.13. Elektroforegram przedstawiajacy produkty amplifikacji 3 markeréw COS w czasie
badan linii rodzicielskich 1 préob zbiorczych (MS-préby zbiorcze roslin
meskosterylnych, MP- proby zbiorcze roslin meskoptodnych).

Sposrod 125 przetestowanych markerow molekularnych typu COS tylko jeden (c892)
ujawniat polimorfizm genetyczny pomig¢dzy liniami rodzicielskimi 544C i Ot0-20 jednocze$nie
wykazujac zwigzek z cecha ptodnosci w probach zbiorczych — w obu grupach zbiorczych MS
produkt amplifikacji byt nicobecny, ale wystgpowal w obu probach zbiorczych MP (Rys.14).
Marker ¢892 nalezat do grupy 21 markerow zaprojektowanych w ramach niniejszej pracy do
mapowania chromosomu 2R (Tabela 12), a ujawniany przez niego polimorfizm mial charakter

dominujacy.

56



Rys.14. Elektroforegram przedstawiajgcy wyniki amplifikacji markera ¢c892 w obrebie linii
rodzicielskich 544C i Ot0-20 oraz w probach zbiorczych (MS-proby zbiorcze ro$lin
meskosterylnych, MP- proby zbiorcze roslin meskoptodnych).
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3.6.3. Mapowanie pobocznego genu przywracajacego meska plodnosé¢ w populacji
[544C x MOt]BC1

Pierwszym etapem prowadzonych badan bylo wykonanie analizy z wykorzystaniem
markera COS TC363404, ktora miata na celu zweryfikowanie poprawnosci wynikéw
uzyskanych w czasie przygotowywania materialu zrédlowego do utworzenia populacji
mapujacej [544C x MOt]BC1. Materiat ten ([544C x Ot0-20]F2 — udostgpniony przez KGHiBR
ZUT) zostal poddany ocenie fenotypowej oraz wstepnej analizie markerami SCAR (analizy
wykonane w KGHiBR ZUT przed realizacja niniejszej rozprawy). Dzieki tym dziataniom
wybrano 4 osobniki, ktore byty meskoptodne, ale nie wynikato to z aktywnoS$ci gtownego genu
Rfcl. Zaktadano, ze w przypadku megskoptodnej rosliny z cytoplazmg C, przy nicobecnos$ci genu
Rfcl zlokalizowanego na chromosomie 4R, inny gen (lub geny) jest odpowiedzialny za
produkcje pytku. Wyselekcjonowane 4 ro$liny zostaly skrzyzowane wstecznie z linig
rodzicielskg 544C, tworzac w ten sposob populacje mapujaca [544C x MOt]|BCI1.

Analiza weryfikujgca nieobecno$¢ genu Rfcl w populacji mapujacej zostata
przeprowadzona w obregbie mieszanca [544C x MOt]BC1 z wykorzystaniem dodatkowego
markera molekularnego typu COS (TC363404) zlokalizowanego na chromosomie 4RL (Rys.16).
Uzyskany wynik potwierdzit brak gtdéwnego genu restorerowego Rfcl w populacji mapujacej
[544C x MOt]BC1 - zestawione w tabeli 14 dane wskazuja na brak polimorfizmu w obrgbie
locus TC363404. Kolejnym etapem byto przeprowadzenie w obrgbie populacji mapujacej analiz
segregacji z zastosowaniem markera ¢892 (Rys. 17). Uzyskane wyniki dla badanej populacji
mapujacej [544C x MOt]BC1 zestawiono z oceng fenotypowsg. W danych zamieszczonych w
tabeli 14 zauwazalna jest korelacja pomiedzy segregacja meskiej sterylnosci/ptodnosci a
segregacja alleli ¢892. Wynik mapowania genetycznego z uzyciem programu JoinMap5
wskazuje na sprzezenie genetyczne markera COS ¢892 z genem kontrolujacym przywracanie
meskiej plodnosci u zyta z cytoplazma C. Niestety odleglos¢ genetyczna markera od badanego

genu, ktéry oznaczono symbolem Rfc2 jest dos¢ znaczaca, gdyz wynosi 14,4 ¢cM (Rys.15).

—— cB892

14.4 —

—— Rfc2

Rys.15. Przypuszczalna lokalizacja pobocznego genu restorerowego Rfc2 wzgledem markera
c892.
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Rys.16. Elektroforegram przedstawiajacy produkty amplifikacji markera COS TC363404 w obrebie linii rodzicielskich 1 populacji mapujacej
[544C x MOt]BC1.
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Rys.17. Elektroforegram przedstawiajacy produkty amplifikacji markera COS ¢892 w obregbie linii rodzicielskich i populacji mapujace;j
[544C x MOt]BC1.



Tabela 14. Zestawienie wynikow z elektroforegramdw uzyskanych w wyniku analiz z
uzyciem markerow c892 i TC363404 oraz oceny fenotypowej dla populacji
mapujacej [544C x MOt]BCl.

Liczba g
. ziaren w Ocena - a | T
Nazwa rosliny izolowanych | wzrokowa 5 % g
ktosach [~
544C A A A
544CxMOt10-1 0 2 A A A
544CxMOt10-2 0 3 A A A
544CxMOt10-3 0 2 A A A
544CxMOt10-4 19 6 -E
544CxMOt10-5 5 4 A
544CxMOt10-6 0 2 A A A
544CxMOt10-7 0 2 A A A
544CxMOt10-8 0 2 A
544CxMOt10-9 17 4 A
544CxMOt10-10 0 3 A
544CxMOt10-13 24 5 A
544CxMOt19-1 0 3 A
544CxMOt19-2 36 6 A
544CxMOt19-3 31 6 A
544CxMOt19-4 0 3 A
544CxMOt19-5 0 2 A
544CxMOt19-6 0 3 A
544CxMOt19-8 0 2 A
544CxMOt19-9 0 2 A
544CxMOt19-10 0 3 A
544CxMOt19-11 32 6 A
544CxMOt19-12 17 6 A
544CxMOt19-13 7 6 A
544CxMOt19-14 21 5 A
544CxMOt19-15 32 6 A
544CxMOt19-16 0 2 A
544CxMOt19-17 39 7 A
544CxMOt19-18 0 4 A
544CxMOt19-19 0 2 A
544CxMOt19-20 3 4 A
544CxMOt19-21 18 4 A
544CxMOt19-22 0 4 A
544CxMOt19-24 0 5 A A
544CxMOt19-25 9 5 A A
544CxMOt19-26 0 3 A A A
544CxMOt23-1 0 1 A A A
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544CXMOt23-2 20 6 A
544CxMOt23-3 36 5 A
544CxMO123-5 0 1 A
544CxMO123-6 40 5 A
544CxMOt23-7 27 6 A
544CxMOt23-8 28 6 A
544CxMO123-9 28 6 A
544CxMOt23-10 0 1 A
544CxMOt23-11 0 1 A
544CXMOt23-12 0 2 A
544CxMO123-13 0 1 A
544CxMO123-14 21 6 A
544CxMOt58-1 30 5 A
544CxMOt58-2 0 1 A A A
544CxMOt58-3 0 2 A A A
544CxMOt58-4 0 3 A A A
544CxMOt58-5 0 1 A A A
544CXMOt58-6 29 5 !I
544CxMOt58-10 0 1 A A A
544CxXMOt58-11 0 1 A Al A
544CxMOt58-12 39 7 A
544CxMOt58-13 0 2 A
544CxMOt58-14 34 7 A
544CxMOt58-16 36 7 A
544CxMOt58-17 16 5 A
544CxMOt58-18 5 4 A
544CxMOt58-19 0 2 A A
544CxMOt58-20 0 3 A A

A — Homozygota taka jak meskosterylna linia rodzicielska 544C
B — Homozygota taka jak meskoptodna linia rodzicielska Ot0-20
C — genotyp nieodpowiadajacy homozygocie A (ze wzglgdu na dominujacy charakter markera

moze to by¢ genotyp homozygotyczny typu B lub heterozygota)
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3.7. Analizy DArTseq

W wyniku przeprowadzonych analiz populacji mieszancowych [544C x MOt]BC3F3 i
[544C x MOt]BC3F4 metoda DArTseq otrzymano 114366 markeréw SilicoDArT oraz 62986
markerow SNP. Kolejnym etapem bylo wyselekcjonowanie z otrzymanych danych tych
markerow, ktére ujawnity polimorfizm miedzy liniami rodzicielskimi. W rezultacie
otrzymano 16755 polimorficznych markeréw SilicoDArT i 8592 polimorficznych markeréw
SNP. W celu znalezienia markeréw, ktorych segregacje wykazuja zwigzek z wynikami oceny
fenotypowej populacji mieszancowych [544C x MOt]BC3F3 i [544C x MOt]BC3F4 uzyto
testu Kruskala-Walles’a. Laczna liczba markerow DArTseq, u ktérych zaobserwowano
statystycznie istotny zwigzek z wynikami oceny fenotypowej w obrebie badanej populacji
mieszancowej wyniosta 2060.

Wyselekcjonowane markery SilicoDArT 1 SNP zostaly zmapowane na sekwencji
genomu zyta (Rabanus-Wallace i in. 2021) przy zastosowaniu programu QIAGEN CLC
Genomics Workbench 11 (www.qgiagenbioinformatics.com). Najwickszg liczbe markerow
zmapowano na chromosomach 2R (106 markeréw) i 5R (131 markeréw) (Tabela 15).
Otrzymany wynik potwierdzil wyniki uzyskane z zastosowaniem markeréw typu COS, ktore
wskazywaty na lokalizacje genu Rfc2 na chromosomie 2R. Wigkszo$¢ sposrod 106 markerdw
DArTseq przypisanych do chromosomu 2R (w liczbie 97) zlokalizowano w bloku
umiejscowionym w koncowej czesci chromosomu w przedziale od 885 988 192 do 896 338
354 par zasad.

Na chromosomie 5R 122 markery (sposrdd wszystkich 131 przypisanych do SR) zmapowano,
jako loci sprzezone w przedziale od 533 101 516 do 595 409 921 par zasad. Wszystkie te
markery byly istotnie statystycznie zwigzane z przywracaniem meskiej plodnosci zyta z
cytoplazma C. Wynik ten pozwala przyja¢ zalozenie, ze dlugie rami¢ chromosomu 5R to
lokalizacja kolejnego pobocznego genu przywracajacego meska ptodnosé u zyta z CMS-C.
Markery wykazujace statystycznie istotny zwigzek z przywracaniem meskiej ptodnosci w
systemie CMS-C, ktore zmapowano na chromosomach IR, 3R, 4R, 6R i 7R byly mato liczne
— nie wigcej niz 23 loci w obrebie chromosomu (Tabela 15). Dodatkowo markery te nie
tworzyly zauwazalnych blokdéw sprzezen na mapie genomu zyta, wigc mozna zalozy¢, ze ich
zwigzek z cecha meskiej ptodnosci/sterylnosci roslin z CMS-C ma charakter przypadkowy
lub wynika z dziatania genow, ktorych efekt fenotypowy jest tak niewielki, Ze nie ma

znaczenia dla praktyki hodowlanej.
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Tabela 15. Liczba markerow SilicoDArT i SNP zmapowanych na sekwencji DNA genomu

zyta.
] CHROMOSOMY :
Populacja Ogotem
1 2 3 4 5 6 7
44C x Mot]BC3F
[544C x Mot]BC3F3/ 14 106 12 10 131 23 17 313
[544C x Mot]BC3F4

W tabeli 16 zestawiono zmapowane na chromosomie 2R markery DArTseq, ktore
wykazywaty statystycznie istotny zwigzek z wynikami fenotypowymi oceny meskiej
ptodnosci. Informacje zawarte w tabeli 16 pozwalaja na wstepne oszacowanie, ktére z
marker6w moga okaza¢ si¢ najprzydatniejsze w hodowli. Markery te maja charakter
kodominujacy (SNP) Iub dominujacy (SilicoDArT). W przypadku markerow dominujacych
nie ma mozliwosci odrdznienia heterozygoty od jednej z homozygot rodzicielskich. W
kolumnach oznaczonych jako ,,Mean a, Mean h, Mean b” znajdujg si¢ wartosci $rednie
fenotypdéw populacji mieszancowych [544C x MOt]BC3F3 i [544C x MOt]BC3F4 po ich
podzieleniu na trzy kategorie genotypow: homozygoty typu matecznego (a), heterozygoty (h)
i homozygoty typu ojcowskiego (b). W przypadku markeréw SilicoDArT, ktére maja
charakter dominujgcy uzyskujemy dwie grupy genotypOw: pierwsza zawiera homozygoty
rodzica niosgcego allel recesywny, druga zawiera heterozygoty oraz homozygoty takie jak
rodzic charakteryzujacy si¢ allelem dominujacym. Z tego wzgledu w tabeli 16 sg ujete dwie
wartosci Srednie cech fenotypowych posegregowanych w oparciu o markery SilicoDArT.

Analiza warto$ci $rednich z kolumn ,,Mean a, Mean h, Mean b” pozwala wste¢pnie
oszacowaé efektywnos$¢ selekcji tymi markerami. W przypadku prac hodowlanych opartych o
systemy CMS interesuje nas, aby skuteczno$¢ markerow pozwalata na oddzielenie ro$lin
niezawierajacych genow restorerowych od tych, ktére maja zdolno$¢ do przywracania
meskiej ptodnosci. Z tego wzgledu poszukiwane byty w tabeli markery, ktore w grupie roslin
z allelem a (allel typu matecznego pochodzacy z meskosterylnej linii 544C) pozwalaty
osiggng¢ s$rednig warto$¢ fenotypu (Mean a) ponizej 3 (w skali Geigera i Morgensterna
rosliny oceniane w przedziale 1-3 nie wytwarzaja pytku). Selekcja alternatywnych alleli b
(pochodzacych od linii ojcowskiej Ot0-20) powinna nam dawa¢ mozliwie wysokie wartoSci
»-Mean b”. Sposrod 101 zmapowanych na chromosomie 2R markeréw, 15 (zaznaczone w
tabeli 16 pogrubiong czcionka) wykazuje najwigksza przydatnos¢ do selekcji genotypow
dopehiajacych meska sterylno$¢ (Mean a < 3,0) w systemie CMS-C. Dziewi¢¢ z tych
pigtnastu markerOw to markery dominujgce SilicoDArT, ktére ze wzgledu na brak
mozliwosci odrdznienia homozygot ojcowskich (b) od heterozygot (h) nie wykazuja
przydatnosci do selekcjonowania form przywracajagcych meska plodnos¢. Pozostate 6
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markerow SNP moze by¢ réwniez przydatne do identyfikowania genotypdw restorerowych,
chociaz warto$ci w kolumnie ,,Mean b” ukazuja, ze wprowadzenie genu Rfc2 z chromosomu
2R nie jest wystarczajace do pelnego przywrdcenia meskiej ptodnosci - dobre linie ojcowskie
bedg musiaty zawiera¢ dodatkowo gtowny gen restorerowy Rfcl z chromosomu 4R.

Markery SilicoDArT i SNP o istotnym statystycznie zwigzku ze sterylnoscig lub
pyleniem roslin badanych populacji, ktore zmapowano na chromosomie 5R zestawiono w
tabeli 17. Zawarte w tabeli dane sg uporzadkowane w sposob analogiczny, jak to opisano
powyzej dla markerow z chromosomu 2R. Dla 126 markeréw z chromosomu 5R S$rednia
warto$¢ fenotypu waha si¢ miedzy 4 a 7, niezaleznie od rodzaju allelu (tab.17). W skali
Geigera 1 Morgensterna wartosci w zakresie 4-6 odpowiadajg roslinom czesciowo ptodnym,
warto$¢ 7 to rosliny meskoptodne, ale o relatywnie matej intensywnosci pylenia. W zwigzku z
tym zaden z markerow z chromosomu 5R nie daje mozliwo$ci rozdzielenia grup roslin w
pelni meskosterylnych od meskoptodnych. Przydatnos$¢ tych markeréw do prac selekcyjnych
przy tworzeniu linii dopelniajacych i1 restorerowych w praktycznej hodowli wydaje si¢

znikoma.

65



Tabela 16. Markery SilicoDArT i SNP wykazujgce w tescie Kruskala-Wallisa istotny zwigzek
Z fenotypowa oceng meskiej ptodnosci zmapowane na chromosomie 2R.

Marker K Nr inf. Mean-a Mean-h Mean-b stlastt;stt':/?:iia
3346900 17.345 84 4.081 5.468 ok ok ok ok ok
3349816 14.639 82 4.225 5.452 ok ko ok
3353786 8.662 87 4.404 5.400 *oAkA
3355202 9.043 88 3.905 5.224 ek
3355958 18.798 87 4.075 5.489 ks ok ok ok
3357943 25.335 78 3.286 5.421 ok kok ok
3358139 22.194 82 4.000 5.556 ko ok ok ok
3359827 16.044 85 3.706 5.118 ok kol ko
3363918 10.814 90 4.130 5.090 ek
3576970 17.700 85 3.550 5.338 ok ok ok
3578290 9.258 88 4.388 5.436 ork
3578291 11.754 80 3.818 5.328 ok ko
3578930 8.287 88 3.857 5.179 *Hokk
3580095 22.950 79 3.871 5.542 ok ko ko
3580235 18.569 79 4.000 5.479 ok ko ko
3581076 21.078 88 4.077 5.510 ok kol ok
3583540 11.049 69 3.556 5.133 * ke ok
3585825 22.039 88 4.000 5.520 ok ok ok ok
3586142 11.652 90 3.000 5.012 * koK
3587836 25.050 89 3.975 5.531 ok ok ok ok
3589611 23.540 91 2.769 5.205 ok ok ok
3589959 10.253 88 3.818 5.212 *kokx
3597504 16.827 84 4.175 5.523 ok ok ok ok
3598881 9.253 89 3.818 5.149 ek
3601190 25.362 72 2.273 5.295 ok ok
3731289 10.399 77 3.818 5.273 oAk ok
3733168 9.625 85 4.000 5.087 oAk ok
3733828 10.347 87 3.818 5.215 HAEE
3736517 27.979 79 2.250 5.269 Hokok Kk ok
3739496 17.043 80 3.938 5.479 ko sk ok ok ok
3743223 18.387 83 4.167 5.463 ko sk ok ok ok
3748515 27.744 78 3.690 5.510 ko sk ok ok ok
3749723 19.154 80 3.875 5.458 FREA A
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3885364 11.546 73 4.176 5.410 ko
3887637 8.109 77 3.800 5.075 *Hk %
3890859 24.140 88 2.769 5.253 HAA Ak
3894515 26.007 91 2.714 5.208 HAA A K
3902866 14.854 79 4.216 5.452 KAk
3909290 15.927 85 4.135 5.479 KAk AA
3909727 10.615 86 3.818 5.234 *Hk %
4094087 22.439 86 2.769 5.192 HAA A K
4096498 4.491 93 4.741 5.417 *
5036574 12.941 77 4.147 5.442 .
5042076 15.729 79 3.727 5.368 A Ak
5042097 25.674 86 2.938 5.229 KAk KA
5042267 9.899 83 3.905 5.290 Ak *
5045636 8.816 87 3.167 4.975 Ak *
5045709 7.715 73 4.522 7.250 *hk
5139384 10.815 89 3.000 4.927 *Hk %
5210059 10.445 90 3.818 5.221 *hk K
5212828 16.195 87 3.389 5.203 A Ak
5216329 13.490 81 4.231 5.452 SRR
5219877 8.492 86 4.129 5.200 *kk
5224369 11.292 88 3.826 5.231 ko
5498443 15.855 80 3.692 5.278 Ak Ak
5501159 9.144 85 4.129 5.241 *Hk %
5757297 26.216 84 3.914 5.510 KAk Ak
5757974 16.233 85 3.550 5.246 HEAA KK
5803097 24.411 77 2.769 5.328 HA Ak
7063959 10.397 89 4.404 5.432 *Hk %
7064938 25.003 87 2.364 5.184 HEAR AR
7097476 18.743 82 3.680 5.228 HAA Ak
7411992 17.382 80 3.000 5.091 HAA Ak
7463274 8.852 78 3.167 5.014 *Hk
7467629 10.373 81 4.129 5.300 ko
16404725 23.115 84 3.848 5.510 AR Ak
38777476 20.609 82 3.222 5.266 HAA Ak
38786609 11.556 91 3.000 5.024 ko
38790027 10.291 88 4.000 5.283 *hk K
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41116950 14.819 76 3.864 5.389 Ak Rk

41118432 9.966 86 3.818 5.188 Hokokx
3345109_snp 14.893 94 4.129 4.600 5.442 ok ok
3346900_snp 20.086 94 3.905 4.360 5.479 H Ak K K
3355958a_snp 20.698 92 3.962 4.429 5.533 A A A
3355958b_snp 20.086 94 3.905 4.360 5.479 A A A
3363263_snp 34.394 94 2.615 4.640 5.429 A A A
3363834_snp 33.175 92 2.714 4.679 5.460 HA Ak K
3577658_snp 10.885 94 4.286 4.600 5.436 Kok
3580874 _snp 20.528 94 3.762 4.500 5.489 AR
3587836_snp 32.373 94 2.833 4.515 5.531 AR
3593613_snp 20.057 94 3.952 4.320 5.479 ko
3596626_snp 22.234 94 3.826 4.480 5.522 FHH A
3597504_snp 22.234 94 3.826 4.480 5.522 FHH A
3743250_snp 22.176 94 3.818 4.440 5.511 A A A
3744983_snp 12.562 93 4.071 4.533 5.320 ok
3748515_snp 32.512 91 3.364 4.750 5.511 FHH A
3749723_snp 18.586 94 3.818 4.520 5.468 FHH A
3885364_snp 14.843 94 4.129 4.619 5.452 el
3890859_snp 33.993 94 2.769 4.581 5.520 HA KA
3902866_snp 14.843 94 4.129 4.619 5.452 A kkk
3905914 _snp 9.256 94 4.091 4.733 5.286 kK
3909290_snp 20.397 94 3.818 4.458 5.479 A AR
3909891_snp 10.360 93 4.278 4.632 5.421 *okx
5046891_snp 11.357 89 3.500 4.615 4.970 ok
5217698_snp 26.957 94 3.550 4.500 5.542 -
5219476_snp 26.929 94 3.550 4.480 5.531 A AR
5497387_snp 32.432 94 2.769 4.625 5.510 A AR
5501295_snp 20.425 94 3.826 4.538 5.511 H KAk K
5503353_snp 15.219 85 4.118 4.500 5.442 Ak Rk
7413331_snp 32.479 93 2.933 4.704 5.431 H KAk K
7467785_snp 9.654 82 4.588 6.000 5.000 *okx

K — wartos¢ statystyki (test K-W)

Nr inf. — liczba informatywnych danych

** wartosdci istotne statystycznie przy P=0,05; *** wartoSci istotne statystycznie przy P=0,01; ****
wartosci istotne statystycznie przy P=0,005; ***** wartosci istotne statystycznie przy P=0,001; ******
wartosci istotne statystycznie przy P=0,0005; ******* warto§ci istotne statystycznie przy P=0,0001
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Tabela 17. Markery SilicoDArT i SNP wykazujace w tescie Kruskala-Wallisa istotny zwigzek
Z fenotypowa oceng meskiej ptodnosci zmapowane na chromosomie SR.

Marker K Nr inf. Mean-a Mean-h Mean-b st:::stt:l Zi‘;a
3342708 7.559 84 4.675 5.846 e
3342893 7.880 88 4.714 6.000 e
3342900 7.236 82 4.718 6.091 oAk
3343654 6.848 82 4.803 6.182 e
3344237 7.588 92 4.631 6.500 el
3345455 8.116 78 4.585 5.846 e
3346600 7.298 82 4.667 5.846 Ak
3347773 9.402 88 4.654 6.200 Hok Ak
3348592 7.084 92 4.645 5.688 e
3352477 9.208 86 4.671 6.200 rEAK
3352854 8.031 90 4.654 5.917 oAk
3354097 9.810 79 4.708 6.571 oAk
3355447 8.009 87 4.662 5.846 Ak
3355516 13.071 85 4.662 6.455 HEAAAK
3356671 9.361 88 4.667 6.200 rEAK
3357475 7.271 92 4.702 6.500 *Ex
3359932 7.759 78 4.662 5.846 *xk
3360213 7.153 79 4.671 7.333 xRk
3361104 6.946 92 4.662 5.733 xRk
3361256 6.980 94 4.654 5.688 xRk
3363410 9.629 88 4.654 6.200 Ak
3363657 7.518 84 4.634 5.846 *xk
3364439 8.785 85 4.703 6.182 HEAK
3365093 7.602 81 4.686 6.182 xRk
3577034 8.593 92 4.654 5.786 HEAK
3581675 6.661 93 4.667 5.667 oAk
3583417 7.831 84 4.671 6.182 Ak
3584436 9.629 88 4.654 6.200 HHAK
3589422 7.850 92 4.700 5.917 *EK
3589426 7.538 91 4.649 5.786 *HE
3591962 7.299 75 4.661 5.846 xRk
3592036 7.542 92 4.643 6.500 oxk
3592169 8.471 79 4.638 6.300 HEAK
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3592632 7.274 91 4.688 6.091 *oxk
3593963 8.613 88 4.671 6.083 e
3594511 7.779 87 4.595 6.500 oxok
3595038 8.444 94 4.658 5.733 Rk
3596163 10.176 92 4.671 6.077 oAk
3596903 7.424 76 4.761 6.400 *oxk
3597885 7.004 57 5.167 2.667 *oxk
3598067 7.498 83 4.676 5.917 oxok
3598499 7.742 90 4.649 5.846 oxok
3599732 8.799 93 4.655 6.444 kA
3602621 8.898 88 4.667 5.923 Ak
3735675 6.870 91 4.646 5.917 oxk
3737584 8.448 86 4.645 6.300 e
3738580 6.757 85 4.736 5.846 oxok
3740153 8.561 92 4.654 6.000 Ak
3741602 10.209 91 4.679 6.400 Ak
3741670 8.460 87 4.600 5.917 Rk
3742416 9.998 89 4.600 5.929 e
3742442 7.421 82 4,714 5.917 oxok
3744208 7.598 83 4.623 5.786 *xk
3745007 9.918 85 4.600 6.200 kK
3745679 9.393 89 4.696 6.200 e
3746519 7.310 83 4.622 6.000 oxok
3746599 9.635 91 4.675 6.000 e
3746676 9.002 89 4,722 6.200 Ak
3748048 8.475 92 4.625 5.917 Ak
3749822 8.159 76 4.667 6.300 e
3749824 7.070 89 4.579 5.769 oxok
3750576 7.045 79 4.059 5.000 ook
3886476 7.119 93 4.654 5.733 ook
3888694 7.571 89 4.658 5.846 ook
3889170 6.764 92 4.658 5.688 oAk
3891716 4.249 86 4.829 7.000 o

3895265 7.794 91 4.671 5.917 oAk
3897672 7.839 92 4.675 5.917 oAk
3901010 8.449 86 4.658 6.300 ek
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3904617 8.425 80 4.571 6.300 e
3904955 9.220 90 4.688 6.200 e
3905469 8.209 88 4.662 6.000 Rk
4094227 9.362 87 4.685 5.929 Rk
4098193 6.665 87 4.613 5.833 *oxk
4487644 7.480 91 4.667 5.846 *oxk
4495535 7.359 85 4.556 5.769 *oxk
4499422 8.031 90 4.654 5.917 Rk
5035530 8.505 86 4.688 6.444 Rk
5042035 12.544 87 4.671 6.455 AR
5200268 11.889 85 4.534 6.250 ok
5203782 8.519 87 4.608 5.846 Ak
5209804 9.146 85 4.569 5.846 e
5211783 7.857 88 4.684 5.917 oxok
5214074 9.936 83 4.560 6.625 Ak
5215476 7.627 86 4.667 6.182 oxk
5218727 7.378 90 4.645 5.786 oxok
5219492 6.990 89 4.662 5.733 oxok
5221470 7.218 91 4.645 5.733 oxok
5222286 7.084 92 4.645 5.688 oxk
5226362 7.059 91 4.640 5.688 oxk
5486865 8.620 92 4.655 6.375 e
5487265 8.615 90 4.716 6.444 e
5487509 9.426 91 4.598 6.444 e
5497916 7.269 89 4.671 5.846 *xk
5497917 6.979 88 4.689 5.786 oxk
5501709 7.154 92 4.663 5.750 oxk
5502036 7.816 87 4.662 5.846 oxok
5795995 6.946 92 4.662 5.733 oAk
5803945 6.764 92 4.658 5.688 ook
7064795 9.004 92 4.625 6.083 Rk
7069066 8.441 82 4.629 5.917 e
7093663 7.500 77 4.582 6.200 oAk
7096386 8.065 82 4.681 6.300 Rk
7103751 8.572 89 4.667 5.857 Rk
7513512 6.736 90 4.679 5.917 ook
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16404755 6.661 93 4.667 5.667 *oxk
16501653 8.367 82 4.603 5.786 e
28856650 9.289 86 4.639 5.857 Rk
37699611 8.045 82 4.614 5.917 Rk
37702881 8.046 90 4.662 5.846 e
37705988 7.644 90 4.622 6.500 *oxk
41117585 6.733 91 4.692 6.000 oxk
41117838 8.714 87 4.688 6.200 Rk
41117845 6.791 88 4.587 5.769 oxok
41118368 8.493 83 4.681 6.091 kA
3344631_snp 9.243 94 4.654 4.500 6.083 oxk
3354355_snp 9.753 94 4.740 4.000 6.182 oxk
3363846_snp 12.313 94 4.610 6.000 6.444 e
3364742_snp 10.120 94 4.638 5.167 6.500 oxok
3733106_snp 13.542 94 4.671 3.500 6.455 Ak
3733440 _snp 10.120 94 4.638 5.167 6.500 oxk
3743514 _snp 10.351 94 4.623 5.167 6.091 oxok
3745007 _snp 9.946 94 4.654 4.833 6.200 oxok
38784909_snp 9.492 89 4.689 4.000 5.857 oxok
3908761 _snp 9.775 93 4.658 4.750 6.200 *xk
7087088 _snp 9.962 86 4.720 3.000 6.444 *xk

K — warto$¢ statystyki (test K-W)
Nr inf. — liczba informatywnych danych

** warto$ci istotne statystycznie przy P=0,05; *** wartosci istotne statystycznie przy P=0,01; ****
wartosci istotne statystycznie przy P=0,005; ***** wartoSci istotne statystycznie przy P=0,001; ******

warto$ci istotne statystycznie przy P=0,0005
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DYSKUSJA

4.1. ldentyfikacja typéw cytoplazm obecnych w europejskich populacjach

zyta

Wystepowanie cytoplazmy sterylizujacej w populacjach zyta uprawnego jest
zjawiskiem szeroko rozpowszechnionym (Lapinski i Stojatowski 2003; Stojatowski i in.
2006, 2008). Na przestrzeni lat zostato odkrytych u zyta szereg zrodet CMS, wsrdd ktorych
kilka bylo doktadniej badanych: CMS-P (Geiger i Schnell 1970), CMS-R (Kobyljanskij
1969), CMS-C (Lapinski 1972), CMS-S (Madej 1975) i CMS-G (Adolf i Winkel 1985).
Dzigki eksperymentom genetycznym mozliwe bylo zaobserwowanie réznic i podobienstw w
systemach CMS, co zaskutkowato hipoteza o istnieniu genetycznego typu CMS Vavilovii
(CMS-V), ktory jest reprezentowany przez liczne, niezaleznie odkrywane zrodta cytoplazmy
sterylizujacej, m.in. CMS-C, CMS-R, CMS-S i CMS-G (Geiger 1982; Lapinski i Stojatlowski
1996, 2003; Warzecha i Salak-Warzecha 1996). Cytoplazmy zaliczane do typu Vavilovii
moga wykazywaé pewne zréznicowanie na poziomie genetycznym, ale mechanizm meskiej
sterylnosci determinowany przez geny mitochondrialne jest u nich najprawdopodobniej
wspolny.

W  wyniku badan nad charakterystyka CMS-G prowadzonych na poziomie
molekularnym, Steinborn i in. (1993) wykazali z uzyciem polimorficznych markerow RFLP
hybrydyzujacych z mitochondrialnym DNA odrebnos¢ badanego Zrédta CMS od cytoplazm
N (normalna) 1 P (cytoplazma sterylizujagca Pampa). Odnotowali oni jednoczes$nie
podobienstwo pomigdzy CMS-G, a cytoplazmg wystgpujaca w odmianie populacyjnej Pluto,
nie do konca interpretujac ten zaskakujacy w tym czasie wynik. Mniej wigcej dekade pdzniej
obserwacje Steinborna i in. (1993) znalazty wyjasnienie: w odmianie Pluto wystepuje z duza
czestotliwoscig cytoplazma sterylizujgca nalezgca do postulowanego typu CMS-Vavilovii
(Lapinski i1 Stojatowski 2003). Tym samym hipoteza o istnieniu typu CMS Vavilovii, do
ktérego nalezy wiele zrodet CMS niezaleznie odkrywanych przez réznych badaczy znalazia
pewne potwierdzenie.

Markery RFLP stosowane w badaniach mitochondrialnego genomu zyta od drugiej
potowy lat 80-tych XX wieku (Tudzynski i in. 1986; Steinborn i in. 1993; Dohmen i
Tudzynski 1994; Dohmen i in. 1994) pozwolity na udowodnienie, ze cytoplazmatyczna
meska sterylno$¢ u zyta, podobnie jak u wielu innych gatunkéw, ma swoje zrodto w mtDNA.
Zastosowanie RFLP do badan prowadzonych na licznych obiektach uzywanych w
praktycznej hodowli jest pracochtonne 1 tym samym bardzo kosztowne. Alternatywe stanowig
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markery oparte na metodzie PCR, ktore charakteryzuja si¢ ogodlng prostota w zakresie
procedur laboratoryjnych, wymagaja mniejszej ilosci DNA, a takze wykazujg wicksza
tolerancj¢ dla stabszych jakosciowo matryc (izolatow DNA). U zyta tego typu system
markerow PCR do identyfikacji cytoplazm zostal opracowany przez Stojatowskiego i in.
(2006). Polega on na zastosowaniu 3 markeréw SCAR: coxl, nad2 i nad6, dzieki ktorym
mozemy rozrézni€ trzy typy cytoplazm zyta: normalng, CMS-P i CMS-V. Marker ‘nad6’ ma
w tym zestawie charakter weryfikujacy, ze wzglgdu na amplifikacj¢ produktu tylko u roslin z
cytoplazmg typu P (identyfikacja cytoplazmy Pampa jest mozliwa bez ‘nad6’, bo wystarczy
do tego uzycie markera ‘cox1’, ale roznica w dlugosci amplikondw jest na tyle niewielka, ze
wskazane jest potwierdzenie wyniku).

Opisane w tej pracy wyniki identyfikacji r6znych cytoplazm obecnych w populacjach
zyta, ktore uzyskano z wykorzystaniem markerow SCAR, stanowig kontynuacj¢ badan
prowadzonych wczesniej w Katedrze Genetyki, Hodowli 1 Biotechnologii Ro$lin ZUT w
Szczecinie (Lapinski i Stojatlowski 2003; Stojatowski i in. 2006, 2008). Celem tej czgsci
wykonanych badan bylo poszerzenie wiedzy dotyczacej wystepowania réoznych genetycznie
cytoplazm w kilku europejskich populacjach zyta ozimego. Badaniami obj¢to 4 polskie
odmiany populacyjne (Dankowskie Diament, Bosmo, Amilo i Stanko) oraz 5 europejskich
populacji o charakterze historycznym pozyskanych z bankéw gendéw (Svalofs St 52404,
Landsorte K9538, Vjatka, Hungarian Giant, St. Wageningen). W badanych populacjach
historycznych stwierdzono obecno$¢ tylko dwoch rodzajow cytoplazmy: normalnej
(niesterylizujacej) i sterylizujacej zaliczanej do typu Vavilovii. Zadna z badanych rolin nie
zawierala cytoplazmy CMS-Pampa. Ten typ cytoplazmy byl natomiast obecny w polskich
odmianach znajdujacych si¢ w aktualnym Krajowym Rejestrze. Odmiana populacyjna
Dankowskie Diament badana w ramach opisywanych tu badan, sktadata si¢ niemal wytacznie
z ro$lin zawierajacych cytoplazme¢ P. Tylko u jednego badanego pojedynka zidentyfikowano
cytoplazme normalng. Uzyskany wynik stanowi potwierdzenie wynikow opublikowanych w
2008 roku (Stojatowski 1 in. 2008), gdzie tez zaobserwowano w tej odmianie dominujacy
udziat cytoplazmy Pampa. Za pewnga nowo$¢ mozna uzna¢ zidentyfikowanie CMS-Pampa w
kolejnej odmianie populacyjnej zarejestrowanej w Polsce - w Stanko udziat roélin z ta
cytoplazmg przekraczat 40%. O ile wystepowanie CMS-V bylo od lat powszechne w
europejskich populacjach zyta (Lapinski 1 Stojatowski 2003; Stojatowski i in. 2008), to
doniesienia o0 obecnosci CMS-P w populacjach europejskich byly dotad incydentalne i
dotyczyty pojedynczych roslin (Kobyljanskij i in. 1994; Warzecha i Salak-Warzecha 1996).
Wsrod czterech badanych w niniejszej pracy odmian populacyjnych, te zarejestrowane
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wczesniej (Amilo 1989; Bosmo 2001) nie zawieraly cytoplazmy Pampa, ale pojawila si¢ ze
znaczacg czgstotliwoscia w odmianach zarejestrowanych stosunkowo niedawno (Dankowskie
Diament 2005; Stanko 2007). Oczywiscie, na podstawie danych dotyczacych zaledwie
czterech odmian nie mozna wysnuwac szerszych wnioskow, ale uzasadniona wydaje si¢
hipoteza, Zze powszechnicjsza obecno$¢ cytoplazmy Pampa w europejskich odmianach
populacyjnych jest rezultatem wykorzystania tego zréodta CMS w licznych programach
hodowli odmian mieszancowych. Programy hodowli odmian populacyjnych i mieszancowych
sg teoretycznie realizowane niezaleznie od siebie, ale przeniesienie wartosciowych
genotypow pomiedzy tymi programami moze sporadycznie mie¢ miejsce. Inaczej trudno
byloby wyjasni¢ rosnacy udziat cytoplazmy Pampa w odmianach populacyjnych w Polsce.

Miedaner i in. (2022) na podstawie analiz molekularnych genu restorerowego (Rf)
zaproponowali potencjalne drogi rozprzestrzeniania si¢ zyta po $wiecie. Zatozono, ze jedna z
drog miala poczatek na terenie obecnego Iranu i stamtad przez tereny wschodnioeuropejskie
wiodta do Europy. Tg droga przywedrowaly rosliny zyta z cytoplazma normalng oraz z CMS-
V, ktore byly identyfikowane od wielu lat w obrgbie populacji europejskich. Druga droga
takze rozpocze¢ta w obecnym Iranie, miata prowadzi¢ przez wspodtczesng Turcje, Hiszpanie,
Portugaliec az do Ameryki Potudniowej, skad pochodzity materialy, w ktorych odkryto
cytoplazme Pampa (Geiger i Schnell 1970). Oba typy CMS (Pampa i Vavilovii) byly
wykrywane w obszarze pochodzenia zyta na Bliskim Wschodzie (Stojatowski i in. 2006,
2008), ale z matg czestotliwoscig. Cytoplazma Vavilovii po dotarciu do $rodkowej i
wschodniej Europy stala si¢ powszechnie obecna w odmianach uprawnych. Podobny proces
miat miejsce w Ameryce Potudniowej w odniesieniu do cytoplazmy Pampa. Ze wzgledu na
rozwoj hodowli heterozyjnej w Europie coraz wiecej ro$lin zyta rosngcych na polach ma
cytoplazme P, a jednocze$nie wzrasta jej udzial w nowych odmianach populacyjnych. Ten
trend wskazuje, ze sterylizujace dziatanie cytoplazmy moze mie¢ jaki§ ewolucyjny
pozytywny wpltyw na liczebno$¢ 1 zywotno$¢ potomstwa. Wedlug jednej z tez: rosliny
meskosterylne nie muszg inwestowa¢ zasobow w energochtonng produkcje pytku, a zatem
moga osigga¢ wyzsze plony ziarna, jak wykazano wczesniej w przypadku kukurydzy
(Chinwuba i in. 1961).
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4.2. Przywracanie meskiej plodnosci w odmianach populacyjnych zvta z

cvtoplazma sterylizujaca Ci P

Przy tworzeniu odmian mieszancowych zyta niezbedne sg linie ojcowskie skutecznie
przywracajgce meska ptodnos¢. Przy tworzeniu takich linii zalecane jest wykorzystywanie
cytoplazmy sterylizujacej (Geiger 1985). W teorii takie podejécie miato zapewnié
wystepowanie alleli plodnosci, poniewaz linia nieposiadajaca tych alleli nie moze
produkowa¢ pytku, co oznacza, ze w prowadzonym chowie wsobnym nie zawigzuje ziaren.
Niestety czynnik selekcyjny w postaci cytoplazmy sterylizujgcej okazatl sie nie do konca
skuteczny w przypadku prowadzenia hodowli mieszancoéw zyta ozimego z CMS-P. Okazato
si¢, ze nie wszystkie homozygotyczne linie (dobrze pylace) sa wystarczajaco skuteczne w
przywracaniu meskiej ptodnos$ci u mieszancow (w ktérych allele plodnosci s w stanie
heterozygotycznym). Mechanizm dziedziczenia przywracania meskiej ptodnosci jest u roslin
z ta cytoplazmg na tyle skomplikowany, ze w praktyce poziom meskiej ptodnosci w
mieszancach heterozyjnych jest niezadowalajacy. Dlatego tez tak istotne jest prowadzenie
selekcji  komponentéw  restorerowych charakteryzujacych si¢  wysoka zdolno$cia
przywracania ptodnosci, juz od pierwszych etapow hodowli (Geiger i Miedaner 1996). Linia
mateczna (donor alleli sterylno$ci) odpowiada za to, czy sterylno$¢ roslin bedzie gleboka czy
tez tatwa do pokonania przez allel ptodnosci, co w rezultacie wplywa na stopien przywracania
ptodnosci u roélin mieszancowych z cytoplazmg sterylizujacg (Kolasinska 2001). U
mieszanca heterozyjnego najczesciej wystepuja dwa allele w kazdym locus odpowiadajacym
za produkcje pytku, sg to: allel recesywny rf (odpowiada za sterylno$¢) i allel dominujgcy Rf
(odpowiada za ptodnosé). Zyto z CMS-P posiada kilka loci zwiazanych z cechg ptodnosci, a u
czesci z nich moze wystapi¢ niepetna dominacja alleli Rf. Dodatkowo panujace w czasie
kwitnienia warunki atmosferyczne réwniez moga negatywnie wplyna¢ na przywracanie
ptodnosci u form potomnych nawet, jesli linia odpowiedzialna za przywracanie ptodnosci
wykazuje wysoki stopien pylenia (Geiger i Miedaner 1996).

Jak juz wspomniano powyzej, cytoplazmy CMS-C, CMS-R, CMS-G i CMS-S,
zaliczane do typu Vavilovii, wystepuja powszechnie w europejskich populacjach Zyta
uprawnego (Lapinski i Stojalowski 1996, 2003; Stojatowski i in. 2006, 2008). U zyta z
cytoplazmg C (podobnie jak u innych zrodet zaliczanych do CMS-Vavilovii) problemem nie
jest znalezienie zrodel genow przywracajacych ptodnos¢, jest nim za to odszukanie form
skutecznie dopetniajacych meska sterylnos¢ (Lapinski i Stojatowski 1996). W hodowli

mieszancowej wykorzystujacej cytoplazmy sterylizujace zaliczane do CMS-V, wazne jest
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wyselekcjonowanie homozygotycznych linii utrzymujacych meska sterylnos¢ niezaleznie od
warunkéw Srodowiska, czyli posiadajgcych komplet alleli ,,non-restorer” we wszystkich
istotnych loci (Kobyljanskij 1971, 1982; Madej 1976). Z Kkolei dla ro$lin z cytoplazmg typu
Pampa, ktéra ma silne dziatanie sterylizujace dla wigkszosci genotypow, kluczowe jest
znalezienie linii przywracajacych meska ptodnosé, czyli posiadajacych skuteczne allele
,.restorer” (Geiger 1972, 1982; Madej 1976; Geiger i Miedaner 1996).

Doswiadczenia polowe wykonane na potrzeby niniejszej pracy miaty na celu ocene
frekwencji jadrowych alleli sterylnosci/ptodnosci w wybranych europejskich populacjach zyta
ozimego. Przywracanie ptodnosci przez polskie populacje zyta ozimego (Dankowskie Amber,
Armand, Dankowskie Diament i Horyzo) bylo znacznie efektywniejsze, gdy otrzymane
mieszance zawieraly cytoplazme¢ CMS-C (w poréwnaniu do CMS-Pampa). Rosliny
meskoptodne stanowity od 50% do 80% w kazdej z badanych populacji, oprocz jednej. Dla
mieszancOw utworzonych z krzyzowania odmiany Dankowskie Diament z linig 541C, udzial
genotypow okreslonych, jako meskoptodne wynosit niespetna 38%. W mieszancach z
cytoplazmg CMS-P dominowaly formy meskosterylne: stanowily one od 40 do 100%
genotypoéw. Przywracanie plodnosci przez europejskie populacje historyczne zyta ozimego
(Vjatka, Hungarian Giant 1 Landsorte K9538) u mieszancow z cytoplazma C bylo bardzo
efektywne: rosliny meskoptodne stanowity od 72% do 92%. Dla mieszancow utworzonych z
krzyzowania linii 541C z jugostowianska populacja Landsorte K9538 udzial genotypow
meskoptodnych wyniost okoto 40%. Udziat roslin meskosterylnych w mieszancach z
cytoplazmg Pampa miescit si¢ w granicach od okoto 85% do 100%. Frekwencja roslin
meskoplodnych u mieszancow z cytoplazma Pampa byta na bardzo niskim poziomie — od 0
do 3,64%.

Otrzymane wyniki potwierdzaja dotychczasowa wiedzg¢ na temat rozpowszechnienia
alleli typu ,non-restorer” i ,restorer” dla systeméw CMS-C i CMS-P w europejskich
populacjach zyta. Zardwno populacje polskie jak 1 europejskie historyczne wykazaty wyzszy
potencjatl restoracji w systemie CMS-C (Lapinski i Stojalowski 1996) oraz wysoka
frekwencje alleli sterylnosci w systemie CMS-P (Geiger 1972, 1982; Madej 1976; Geiger i
Miedaner 1996). Mozna jednak zauwazyé, ze w objetych badaniami odmianach
populacyjnych zarejestrowanych w Polsce w XXI wieku, czgstotliwosé genotypoéw zdolnych
do przywracania meskiej ptodno$ci w mieszancach z cytoplazma Pampa byla wyraZznie
wigksza (niejednokrotnie przekraczala 20%) niz to odnotowano dla odmian o charakterze
historycznym (wartosci ponizej 5%). Zakres wykonanych badan nie pozwala na
sformulowanie ostatecznych wnioskéw, ale do$¢ oczywiste wydaje si¢ postawienie hipotezy,
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ze wigksza frekwencja alleli skutecznie przywracajacych meska ptodnos¢ w systemie CMS-P
przez odmiany takie, jak Dankowskie Diament i Dankowskie Amber jest rezultatem
zasygnalizowanego powyzej, rosngcego rozpowszechnienia cytoplazmy Pampa w polskich

odmianach populacyjnych (np. Dankowskie Diament, Stanko).
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4.3. Identyfikacja gendéw restorerowych w populacji mapujacej [544C x

MOt|BC1

W hodowli mieszancowej zyta stosowana jest gléwnie cytoplazma sterylizujaca typu

Pampa odkryta przez Geigera i Schnella (1970). Badania genetyczne nad zjawiskiem
cytoplazmatycznej mgskiej sterylnosci typu Pampa wskazaly na istnienie kilku gendéw
odpowiedzialnych za przywracanie ptodnosci (Madej 1976; Scoles i Evans 1979;
Ruebenbauer i in. 1984). Geny te zostaly zmapowane na chromosomach 1RS, 3RL, 4RL, 5R i
6RL (Miedaner i in. 2000; Falke i in. 2009). Na dlugim ramieniu chromosomu 4R
zlokalizowano réwniez geny przywracajace ptodnos¢ zyta z cytoplazma G (Borner i in. 1998)
oraz cytoplazmg C (Stojatowski i in. 2004b, 2011; Milczarski i in. 2016). Uwzgledniajac
zalozenie, ze cytoplazmy sterylizujace C oraz G u zyta maja prawdopodobnie takie samo
podtoze genetyczne (Warzecha i Salak-Warzecha 1996) i naleza do typu Vavilovii (Geiger
1982; Lapinski i Stojatowski 1996, 2003), mozna uznaé, iz glowne geny przywracajace
ptodnos¢ znajdujace si¢ na dhugim ramieniu chromosomu 4R opisywane, jako Rfgl i Rfcl, sa
tozsame. Obecny stan wiedzy dotyczacy CMS nie pozwala jednoznacznie stwierdzi¢ czy geny
zlokalizowane na dlugim ramieniu chromosomu 4R: Rfgl i Rfcl (Borner i in. 1998;
Stojatowski 1 in. 2004b, 2011; Milczarski i in. 2016) wspoétdziatajace odpowiednio z
cytoplazmg G i C oraz geny Rfpl, Rfp2 i Rfp3 (Miedaner i in. 2000; Hackauf i in. 2017)
przywracajace meska ptodnosé u zyta z cytoplazma Pampa, naleza do sprzgzonych loci czy
tez sg formami allelicznymi tego samego locus. Bioragc pod uwage fakt bezsprzecznej
odrgbnosci genetycznej CMS-Pampa od CMS-Vavilovii bardziej prawdopodobna wydaje si¢
teza wskazujaca na istnienie oddzielnych genow potozonych w sprzgzonych ze sobg loci.

Jak wspomniano powyzej, gtdéwny gen restorerowy (Rfcl) dla zyta z CMS-C zostal
zlokalizowany na chromosomie 4RL (Stojatowski i in. 2004b), jednakze jego istnienie nie
wyjasnia w pelni mechanizmu przywracania meskiej ptodnosci u zyta z tg cytoplazmag.
Wedlug opracowania Lapinskiego (1990) w dziedziczeniu meskiej plodnosci biorg udziat
minimum 3 pary niezaleznych genéw. W publikacji z 2004 roku, w ktorej opisano lokalizacje
genu Rfcl na chromosomie 4RL, zasugerowano mozliwo$¢ obecnosci dodatkowego,
pobocznego genu na chromosomie 6R, ale autorzy sygnalizowali, ze to wskazanie jest mato
precyzyjne i wymaga glebokiej weryfikacji (Stojatowski i in. 2004b). Potencjalna lokalizacja
pobocznego genu restorerowego u zyta z CMS-C na 6R wydaje si¢ o tyle prawdopodobna,
poniewaz Melz 1 Adolf (1991) wskazali ten sam chromosom jako zrodto jednego z

pobocznych genow wspotdziatajacych z CMS-G. W tej samej pracy Melz i Adolf (1991)
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opisali obecnos$¢ kolejnego genu pobocznego istotnego dla przywracania meskiej ptodnosci w
cytoplazmie G na chromosomie 3R. To wskazanie zostalo niedawno potwierdzone przez
Vendelbo i in. (2021), ktérzy zmapowali gen o nazwie RfNOS1 na dlugim ramieniu
chromosomu 3R. Interesujace w $wietle wynikéw opisanych w niniejszej rozprawie moze by¢
to, iz Melz 1 Adolf (1991) zauwazyli nietypowg segregacj¢ fenotypowg w mieszancach
trisomicznych wzgledem chromosomu 2R, ale zaobserwowane odstepstwa od oczekiwan byty
ich zdaniem niewystarczajagce do postawienia hipotezy o obecnosci kolejnego genu
restorerowego w tej lokalizacji.

Geny przywracajace meska plodnos¢ w roéznych systemach CMS u gatunkow
spokrewnionych moga mie¢ wspolne ewolucyjnie pochodzenie lub tez, z uwagi na ich czesty
zwigzek z kodowaniem biatek typu PPR (ang. pentatricopeptide repeat), moga tworzy¢ bloki
sprzezonych loci. Z tego powodu poréwnanie danych o lokalizacji tego rodzaju genow u
spokrewnionych z zytem zbdz moze pomodc w zrozumieniu mechanizmu dziedzicznej kontroli
tworzenia funkcjonalnego pytku przy obecnosci cytoplazmatycznych czynnikow
warunkujgcych meskg sterylno$¢. Geny przywracajgce ptodnos¢ o nazwach Rf6 (Ma i in.
1995) oraz Rfml (Matsui i in. 2001) zostaly zmapowane na krotkich ramionach
chromosoméw 6D i 6H u pszenicy i jeczmienia, odpowiednio. Regiony 6DS oraz 6HS, tak
jak 1 segment, na ktorym znajduje si¢ gen Rfpl na dlugim ramieniu chromosomu zyta 4R, sg
wzgledem siebie ortologiczne (Devos i in. 1993; Hackauf i in. 2012). Z jednej strony ten fakt
pomogt przy opracowywaniu markerow COS do mapowania chromosomu 4RL (Hackauf i in.
2017), ale tez otworzyt mozliwo$¢ wykorzystania tych markerow do mapowania genow
przywracajacych ptodno$¢ w obrebie innych gatunkoéw plemienia Triticeae.

Material badawczy uzyty w niniejszej rozprawie do otrzymania populacji mapujace;j
wytworzono stosujac metode typowa dla tworzenia linii blisko-izogenicznych (ang. Near
Isogenic Lines - NIL). Populacja mapujaca [544C x MOt]BC1 oraz jej dwie kolejne
generacje (BC2 i BC3) byly tworzone na drodze krzyzowan wstecznych wypierajacych
potaczonych z selekcja oparta o dwie metody oceny meskiej ptodnosci roslin. Przed
rozpoczeciem krzyzowan wstecznych przeprowadzono w obrgbie populacji F2 analizy z
wykorzystaniem markeréw molekularnych w celu wyselekcjonowania do dalszych prac
genotypoéw meskoptodnych, ale pozbawionych gléwnego genu przywracajacego ptodnosé z
chromosomu 4R (gen Rfcl). Poprawno$¢ analiz wykonanych przed rozpoczgciem krzyzowan
zweryfikowano w otrzymanej populacji mapujacej BC1 przy zastosowaniu nowego markera
typu COS (TC363404). Pierwszy etap selekcji wykonany zostat przed rozpoczeciem prac
opisanych w niniejszej rozprawie (material wyjsciowy do badan zostat udostepniony przez
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pracownikéw macierzystej jednostki), natomiast weryfikacja skuteczno$ci selekcji W
pokoleniu BC1 zostala wykonana w ramach realizacji tej pracy doktorskiej. Ze wzglgdu na to,
ze obie analizy (na dwoch réznych etapach tworzenia materialu badawczego) byty w petni
zgodne, dalsze krzyzowania wsteczne (BC2 i BC3) wykonywano wylacznie w oparciu o
oceny fenotypowe zakladajac, ze pozwolg one na otrzymanie populacji mapujacych, w
ktoérych efekty przywracania ptodnosci beda zawezone do dzialania gendw pobocznych
(alternatywnych wobec genu gtownego Rfcl). Krzyzowania wsteczne zakonczono w
pokoleniu [544C x MOLt]BC3, a dalsze rozmnozenia populacji mapujacej realizowano na
drodze chowu wsobnego ro$lin meskoptodnych (az do pokolenia BC3F5). Wybrane populacje
mieszancowe zostaly nast¢pnie uzyte w analizach technologia DArTseq.

Poszukiwania markero6w sprz¢zonych z pobocznymi genami restorerowymi dla
systemu CMS-C rozpoczgto od selekcji markerow opartych na PCR, polimorficznych w
obrebie linii rodzicielskich 544C i Ot0-20 populacji mapujacej. Dalsze analizy prowadzone
byly z zastosowaniem prob zbiorczych (sktadajacych si¢ z osobnikdéw populacji mapujace;j),
ktore zostaly utworzone na podstawie wynikoOw oceny fenotypowej. Opracowana przez
Michelmora i in. (1991) metoda préb zbiorczych, czyli BSA (ang. Bulk Segregant Analysis)
polega na utworzeniu dwoch skrajnie roznigcych si¢ grup, z ktorych kazda zawiera zmieszane
izolaty DNA z 10-20 osobnikéw o podobnych warto$ciach badanej cechy fenotypowej. Tym
samym tworzone sg dwie proby zbiorcze reprezentujgce skrajnie odmienne fenotypy, ktore
nastepnie wykorzystywane sag W prowadzonych analizach laboratoryjnych zamiast licznych
pojedynczych genotypow. Utworzenie prob zbiorczych w duzym stopniu ogranicza koszty
analiz. Metode BSA wykorzystano wcze$niej, migdzy innymi w badaniach dotyczacych
genow przywracajacych ptodnos¢ wystepujacych u roslin charakteryzujacych si¢ cytoplazma
sterylizujaca G (BOrner i in. 1998) oraz cytoplazmg sterylizujaca C (Stojatowski i in. 2004b).
Populacja mapujaca [544C x MOt]BC1 uzyta w badaniach, pomimo braku obecnoS$ci
gléwnego genu przywracajacego ptodnos¢ zlokalizowanego na dlugim ramieniu chromosomu
4R (Stojatowski i in. 2004a, 2004b, 2011; Stojatowski i Milczarski 2005; Stojatowski 2010;
Milczarski i in. 2016), sktadata si¢ z roslin megskosterylnych i z pojedynkow tworzacych
pytek. Na probach zbiorczych zostaty przeprowadzone analizy z wykorzystaniem wczesniej
wyselekcjonowanych 128 polimorficznych markeréw molekularnych (125 COS i 3 SCAR).
Po zastosowaniu metody BSA z przetestowanych markeréw COS wybrano te, ktore wykazaty
korelacje z cecha meskiej ptodnosci u zyta. Ostatnim etapem byta analiza wybranych
markerow molekularnych typu COS przeprowadzona na populacji mapujacej [544C x
MOLt]BC1. Z wszystkich 274 markeréw (271 typu COS i 3 typu SCAR) tylko jeden marker
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polimorficzny (c892) typu COS zlokalizowany na chromosomie 2R wykazywal zwigzek z
cechg meskiej plodnosci.

Ze wzgledu na zidentyfikowanie zaledwie jednego markera COS wykazujacego
korelacje z me¢ska plodnoscia w badanej populacji mapujacej, w kolejnym etapie badan
wykorzystano bardziej wydajng metode generowania markeréw. Wybor padt na
wysokoprzepustowa technologie DArTseq, ktéra pozwala na otrzymanie duzej liczby
markeréw molekularnych o dwojakim charakterze. Pierwszy rodzaj pozyskiwanych danych
markerowych (SilicoSArT) jest bardziej liczny, natomiast drugi (SNP) jest bardziej
informatywny. Ze wzgledu na stosunkowo wysoki koszt przeprowadzenia analiz DArTseq,
badania zostatly ograniczone do 104 pojedynkoéw populacji mapujacych [544C x MOt]|BC3F3
oraz [544C x MOt]BC3F4 ocenionych fenotypowo w jednym sezonie wegetacyjnym. Wyniki
segregacji markeréw molekularnych zestawiono z wynikami oceny fenotypowej przy
zastosowaniu nieparametrycznego testu rangowego Kruskala-Wallisa (test K-W). Pozwolito
to na wyselekcjonowanie markerow DArTseq, ktore wykazywaly znaczaca korelacje z
wynikami oceny pylenia. Test Kruskala-Wallisa umozliwia identyfikacj¢ loci genow
odpowiedzialnych za dane cechy uzytkowe bez wzgledu na rodzaj rozktadu fenotypowego
(Kruglyak i Lander 1995). Markery DArTseq, ktore wykazywaty w tescie Kruskala-Wallisa
istotny statystycznie zwigzek z przywracaniem mgeskiej ptodnosci w badanej populacji
mapujacej zmapowano na sekwencji genomu zyta opublikowanej przez Rabanus-Wallace’a i
in. (2021). Dwa bloki licznych, sprzezonych markeréw wykazujacych statystycznie istotny
zwigzek z meska ptodno$cig zostaty zidentyfikowane na chromosomach 2R oraz 5R.
Zmapowanie tych blokow uznano za podstawe do wskazania lokalizacji gendw
przywracajacych meska ptodnos¢ w cytoplazmie C.

Wydaje sig, ze lokalizacj¢ locus genu odpowiedzialnego za przywracanie meskiej
ptodnosci u zyta ozimego z cytoplazma sterylizujaca C na chromosomie 2R mozna uzna¢ za
wysoce wiarygodng. Lokalizacja ta zostala najpierw wskazana w analizach markerami
molekularnymi typu COS na populacji mapujacej [544C x MOt]BCI1, a nastepnie
potwierdzona przez wyniki uzyskane dzigki zastosowaniu technologii DArTseq z
wykorzystaniem nieparametrycznego testu Kruskala-Wallisa przeprowadzonego na
populacjach mapujacych reprezentujacych kolejne generacje tego samego mieszanca: [544C x
MOLt]BC3F3 i [544C x MOt]BC3F4. Jak wspomniano powyzej, mozliwo$¢ wystgpowania
pobocznego genu restorerowego na chromosomie 2R byla zasygnalizowana (chociaz
niepotwierdzona) w badaniach Melza i Adolfa (1991) prowadzonych na zycie z cytoplazma
G. O obecnos$ci na chromosomach 2A 1 2B gendéw przywracajacych meska plodnos¢ u pszenic
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z cytoplazmami T. timopheevi oraz Ae. kotschyi donosili Ahmed i in. (2001). Wedlug badan
Devos i in. (1993) mozna zalozy¢, ze chromosomy 2A i 2B wykazuja znaczne podobienstwo
do chromosomu 2R. Zgodnie z wcze$niej zasygnalizowang teoriag, mozemy przyjac, iz geny
restorerowe dla r6znych systeméw CMS sg czesto odpowiedzialne za kodowanie biatek z
rodziny PPR, a te mogg wystepowa¢ w genomie w postaci sprz¢zonych ze sobg blokow
genow (Linke i Borner 2005; Saha i in. 2007). Nie mozna wiec wykluczy¢, ze na
chromosomach z grupy homeologicznej 2 u pszenicy i zyta wystepuja geny warunkujace
przywracanie ptodnosci roslin z r6znymi cytoplazmami sterylizujgcymi (CMS).

Poza grupa markeréw zwigzanych z przywracaniem meskiej plodnosci, ktore
zmapowano na chromosomie 2R, zidentyfikowano tez za pomoca testu Kruskala-Wallisa dos¢
liczng grupg sekwencji DArTseq przypisanych do chromosomu 5R. Lokalizacja ta nie byta
wczesniej sygnalizowana w literaturze naukowej opisujacej poszukiwania genow
przywracajacych meska ptodno$é w cytoplazmach zaliczanych do typu CMS-Vavilovii.
Wykonane w ramach tej rozprawy analizy z uzyciem markerow opartych o PCR (gléwnie
markery COS) tez nie zakonczyly si¢ wskazaniem chromosomu 5R, jako no$nika genow
zaangazowanych w kontrole meskiej plodno$ci zyta z cytoplazma C. Wydaje sig, Ze gen na
tym chromosomie ma bardzo niewielki efekt fenotypowy, a co za tym idzie ma
prawdopodobnie niewielkie znaczenie hodowlane (chociaz istnienie tego genu nie powinno
by¢ pomijane przy probach pelnego wyjasnienia badanego zjawiska). Wedtug Miedanera 1 in.
(2000) na chromosomie 5R jest zlokalizowany gen uczestniczacy w przywracaniu meskiej
ptodnosci u zyta z cytoplazma Pampa, ale jego efekt fenotypowy tez byt bardzo znikomy.

Zaprezentowane w niniejszej pracy wyniki analiz dotyczace zaledwie jednej populacji
mapujacej nie moga zosta¢ uznane za uniwersalne dla wyjasnienia genetycznego podioza
meskiej ptodnosci/sterylnosci w systemie cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci C (CMS-C).
Stanowia one jednak kolejny krok w kierunku lepszego poznania tego zjawiska. W ramach
przysztych badan nalezatoby przede wszystkim zwigkszy¢ liczbe populacji mapujacych oraz
liczbe pojedynkow w obrebie kazdej populacji mapujacej. U zyta uzyskanie licznej populacji
mapujacej jest czesto trudne do osiggnigcia ze wzgledu na silng depresj¢ wsobna.
Zastosowanie w niniejszej pracy krzyzowan wstecznych z linia wsobng w polaczeniu z
nastepujacym po nich $cistym chowem wsobnym zastosowanym przy tworzeniu kolejnych
pokolen populacji mapujgcej zaowocowaly bardzo wysokim odsetkiem strat (Tabela Z12). W
wyniku tych strat liczebnosci kolejnych pokolen populacji mapujacej nie bylty wigksze niz
kilkadziesigt ro$lin. Dla poréwnania, do precyzyjnego zlokalizowania genow
odpowiedzialnych za przywracanie plodnosci u petunii, roslin kapustnych, ryzu i sorgo
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wykorzystano populacje mapujace ktorych liczba siggata od okoto 1000 do ponad 6000
pojedynkdéw (Bentolila i Hanson 2001; Brown i in. 2003; Akagi i in. 2004; Klein i in. 2005).
Oczywiscie w $lad za zwigkszeniem liczebno$ci populacji mapujacych, niezbedne byloby
takze zwiekszenie liczby markerow molekularnych o charakterze polimorficznym wsréd
ktorych kluczowe bylyby te wykazujgce bliskg korelacj¢ z locus genu odpowiadajgcego za

przywracanie ptodnosci u zyta.
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PODSUMOWANIA | WNIOSKI

1.W badanych pigciu europejskich odmianach zyta o charakterze historycznym nie
stwierdzono wystepowania cytoplazmy sterylizujacej typu Pampa (rosliny badanych odmian
zawieraly wylgcznie cytoplazmy Normalng i CMS-Vavilovii). W czterech polskich
odmianach zyta uprawianych wspotczesnie zostaty zidentyfikowane wszystkie trzy znane
typy cytoplazm (Normalna, CMS-Pampa i CMS-Vavilovii). Odmiana Dankowskie Diament
sktadata si¢ prawie wylacznie z roslin z cytoplazma CMS-Pampa.

2. Rosliny pochodzace z polskich odmian populacyjnych zyta ozimego (Armand, Dankowskie
Amber, Dankowskie Diament i Horyzo) oraz historycznych populacji europejskich (Vjatka,
Hungarian Giant i Landsorte K9538) znacznie skuteczniej przywracaty meska ptodnosé w
mieszancach zawierajacych cytoplazme sterylizujaca C (CMS-C zaliczana jest do grupy
cytoplazm typu CMS-Vavilovii) w poréwnaniu do podobnych genetycznie mieszancow z
cytoplazmg CMS-Pampa.

3. Efektywnos¢ przywracania meskiej ptodnosci w systemie CMS-Pampa byta w przypadku
odmian historycznych (uprawianych w przeszio$ci) zauwazalnie mniejsza niz u trzech
odmian wpisanych do krajowego rejestru w ostatnim dwudziestoleciu (wyniki dla czwartej
odmiany z polskiej hodowli — Horyzo, byly zblizone do tych otrzymanych przy
analizowaniu odmian dawno wycofanych z uprawy).

4. Populacja mieszancowa [544C x MOt]BC1 oraz jej dalsze generacje otrzymane na drodze
krzyzowan wstecznych i nastgpnie chowu wsobnego (az do pokolenia BC3F5) nie zawieraty
glownego genu restorerowego Rfcl (zostal wyeliminowany w wyniku preselekcji
komponentow rodzicielskich z uzyciem markerow SCAR). W efekcie segregacje
fenotypowe na rosliny meskosterylne 1 meskoptodne w kolejnych pokoleniach wynikaly z
dziatania pobocznych gendw restorerowych, a wytworzony material roslinny moégl pehicé
role populacji mapujacej do ich lokalizowania.

5. W wyniku analiz molekularnych w obrgbie populacji mapujacej, w ktoérych wykorzystano
274 markery oparte 0 PCR (271 markeréw COS i 3 SCAR), zidentyfikowano jeden marker
COS (c892) zlokalizowany na chromosomie 2R, ktéry wykazywat korelacj¢ z cechg meskie;j
ptodnosci.

6. Wyniki analiz populacji mapujacej z uzyciem technologii DArTseq pozwolity na wskazanie
lokalizacji dwoch nieznanych wczesniej genow aktywnych w procesie przywracania meskiej
ptodnosci zyta z cytoplazma C. Geny te mialy charakter genow pobocznych (ich efekty

fenotypowe byly stosunkowo niewielkie). Zmapowano je na chromosomach 2R oraz 5R.
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ABSTRACT

Winter rye, despite the fact that it is of relatively small importance on a global scale, is
one of the basic cereals in Polish agricultural production. The economic importance of rye in
Poland is strongly related to its frost resistance and low soil requirements. It is primarily a
fodder grain, but it also finds many other applications, e.g. in the grain milling industry, in the
production of green mass or as a source of renewable energy. From the mid-80s of the 20th
century, rye hybrid varieties began to be registered, which are characterized by better
uniformity and significantly higher yield potential. Seed production of hybrid varieties of rye
applies the phenomenon of cytoplasmic male sterility (CMS), which makes it possible to
obtain sterile plants without manual castration. In winter rye, we distinguish two types of
sterilizing cytoplasm: Pampa (CMS-P) i Vavilov (CMS-V). The cytoplasm of Vavilov
includes sources of cytoplasmic male sterility such as: CMS-C, CMS-R, CMS-S and CMS-G,
which are generally considered genetically identical. Almost all registered hybrid varieties of
cultivated rye (Secale cereale L.) are based on CMS-P. The Pampa cytoplasm reveals a strong
sterilizing effect, and thus it is difficult for breeders to effectively restore male fertility in
hybrid varieties. Therefore, it would be worth introducing more varieties with an alternative
type of sterilizing cytoplasm into cultivation - CMS-V. Wider use of the Vavilov cytoplasm
would result in an increase in genetic diversity within hybrid varieties of rye, and at the same
time, in the obtained hybrids, restoring male fertility should not be a problem. The
intensification of breeding work on hybrid varieties based on the CMS-V system will be
supported by a more accurate understanding of the genetic mechanisms responsible for
fertility/sterility control.

In this paper, research was undertaken with the aim of: extending the knowledge on
the occurrence of sterilizing cytoplasms in European populations of winter rye, assessing the
frequency of nuclear sterility/fertility alleles in European populations of winter rye, and
determining the chromosomal location of minor nuclear genes controlling the restoration of
male fertility in the C cytoplasm.

As part of expanding knowledge about the occurrence of different types of cytoplasm
in rye populations, four Polish population varieties and five European historical populations
were tested using SCAR molecular markers (seeds of varieties not cultivated for several
decades were obtained from gene banks). The results showed the absence of Pampa-type
sterilizing cytoplasm in European historical winter rye varieties - only plants with Normal and

CMS-Vavilov cytoplasms appeared in them. In Polish population varieties, the same two
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types of cytoplasm occurred, but in two varieties (Dankowskie Diament and Stanko) the
presence of Pampa cytoplasm was additionally found. In the Dankowskie Diament cultivar,
plants with CMS-P constituted the dominant part of the population (only one of the tested
plants had cytoplasm other than Pampa).

In order to estimate the frequency of nuclear sterility/fertility alleles in European
populations of winter rye, test crosses were carried out with male sterile lines 541C (with C
cytoplasm) and 541P (with Pampa cytoplasm), followed by visual phenotypic evaluation of
the resulting hybrids. In total 2419 hybrid plants with Polish populations and European
historical populations of winter rye as pollinators were assessed. Hybrids with sterilizing C
cytoplasm generally showed more effective fertility restoration than hybrids with CMS-P. The
individual rye populations studied differed more or less significantly in terms of their ability
to restore male fertility. This was particularly noticeable in hybrids with the Pampa
cytoplasm: the cultivars Dankowskie Amber and Dankowskie Diament, and to a slightly
lesser extent Armand, were more effective in restoring male fertility than the Horyzo cultivar
and the historical populations.

The mapping of minor genes involved in the restoration of male fertility in rye hybrids
with cytoplasm C, was performed using the mapping population [544C x MOt]BC1 and its
subsequent generations obtained by backcrossing, and then (from the BC3 generation) also
inbreeding (F2-F5 generations). Pre-selection of paternal components used for hybridization,
which was performed with the use of SCAR molecular markers, resulted in the fact that the
examined generations of the mapping population did not contain the main restorer gene Rfcl
located on the long arm of the 4R chromosome. Thanks to this, the pollination in some of
plants observed in each subsequent segregating generation resulted from the presence of
secondary restorer genes, allowing the use of produced plant material as a mapping
population to determine the location of these genes. In the first stage of the study, molecular
analyzes of the [544C x MOt]BC1 mapping population were carried out using 274 PCR-based
markers (271 COS markers and 3 SCAR). As a result of these analyses, one polymorphic
marker (c892) was identified on chromosome 2R, showing a correlation with the fertility
restoration. Next, analyzes of the [544C x MOt]BC3F3 and [544C x MOt]|BC3F4 hybrid
populations were performed using the DArTseq technology and the non-parametric Kruskal-
Wallis test, and the results indicated chromosome 2R and 5R as the locations of minor
restorer genes. The phenotypic effect of a gene located on chromosome 2R appears to be

significantly greater than that of a gene located on chromosome 5R.

\ Keywords: rye, cytoplasmic male sterility, CMS-C, minor restorer genes, COS markers, DArTseq
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STRESZCZENIE

Zyto ozime, mimo iz w skali §wiatowej ma stosunkowo niewielkie znaczenie, to
stanowi jedno z podstawowych zb6z w polskiej produkcji rolniczej. Znaczenie gospodarcze
zyta w Polsce silnie wigze si¢ z jego mrozoodpornoscig i niewielkimi wymaganiami
glebowymi. Jest ono przede wszystkim zbozem paszowym, ale znajduje rowniez wiele innych
zastosowan m.in. w przemysle zbozowo-mtynarskim, w produkcji zielonej masy czy tez, jako
zrodto odnawialne energii. Od polowy lat 80-tych XX wieku zaczeto rejestrowa¢ odmiany
mieszancowe zyta, ktore charakteryzujg si¢ lepszym wyrdéwnaniem i wyraznie wigkszym
potencjatem plonotworczym. Produkcja nasienna odmian mieszancowych zyta wykorzystuje
zjawisko cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci (CMS), dzigki ktoremu mozliwe jest
otrzymanie roslin sterylnych bez r¢cznego kastrowania. U zyta ozimego wyrdzniamy dwa
typy cytoplazm sterylizujacych: Pampa (CMS-P) i Vavilovii (CMS-V). Do cytoplazmy
Vavilovii zaliczamy Zrodta cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci takie jak: CMS-C, CMS-R,
CMS-S i CMS-G, ktore powszechnie uznaje si¢ za genetycznie tozsame. Prawie wszystkie
zarejestrowane odmiany mieszancowe zyta uprawnego (Secale cereale L.) oparte s3g na CMS-
P. Cytoplazma Pampa wykazuje silne dzialanie sterylizujace, a co za tym idzie nastr¢cza
hodowcom trudno$ci przy skutecznym przywracaniu meskiej ptodnosci w odmianach
mieszancowych. Dlatego tez warto bytoby wprowadzi¢ do uprawy wigksza liczb¢ odmian z
alternatywnym typem cytoplazmy sterylizujacej - CMS-V. Szersze wykorzystanie cytoplazmy
Vavilovii spowodowaloby zwigkszenie zrdznicowania genetycznego w obrebie odmian
mieszancowych zyta, a jednocze$nie w uzyskiwanych mieszancach przywrdcenie meskiej
ptodnosci nie powinno stanowi¢ trudnosci. Intensyfikacji prac hodowlanych nad odmianami
mieszancowymi opartymi o system CMS-V sprzyja¢ bedzie doktadniejsze poznanie
genetycznych mechanizméw odpowiedzialnych za kontrole ptodnos$ci/sterylnosci.

W niniejszej pracy podjeto badania zmierzajace do: poszerzenia wiedzy na temat
wystepowania cytoplazm sterylizujagcych w europejskich populacjach zyta ozimego, oceny
frekwencji jadrowych alleli sterylno$ci/ptodnosci w europejskich populacjach zyta ozimego
oraz okreslenia chromosomowej lokalizacji pobocznych genéw jadrowych kontrolujacych
przywracanie meskiej ptodnosci w cytoplazmie C.

W ramach poszerzenia wiedzy o wystgpowaniu roznych typow cytoplazm w
populacjach zyta, za pomocg markeréw molekularnych SCAR przebadano cztery polskie
odmiany populacyjne i pig¢ europejskich populacji historycznych (nasiona nieuprawianych od

kilkudziesigciu lat odmian otrzymano z bankéw genow). Wyniki wykazaly brak obecnosci
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cytoplazmy sterylizujacej typu Pampa w europejskich odmianach historycznych zyta 0zimego
— pojawialy si¢ w nich wylacznie rosliny z cytoplazmami Normalng i CMS-Vavilovii. W
polskich odmianach populacyjnych wystepowaty te same dwa rodzaje cytoplazm, ale w
dwoch odmianach (Dankowskie Diament i1 Stanko) stwierdzono dodatkowo obecnos¢
cytoplazmy Pampa. W odmianie Dankowskie Diament ros§liny z CMS-P stanowily
dominujaca czeg$¢ populacji (tylko jedna z badanych ro$lin miata cytoplazme inng niz Pampa).
W celu oszacowania frekwencji jadrowych alleli sterylno$ci/ptodnosci w europejskich
populacjach zyta ozimego przeprowadzono krzyzowania testowe z udzialem meskosterylnych
linii 541C (z cytoplazma C) i 541P (z cytoplazmg Pampa), a nastepnie wzrokowa ocene
fenotypowa uzyskanych mieszancéw. Ocenie poddano 2419 roslin mieszancowych z polskimi
odmianami oraz z europejskimi populacjami historycznymi zyta ozimego w roli zapylaczy. U
mieszancOw z cytoplazma sterylizujaca C generalnie obserwowano efektywniejsze
przywracanie ptodno$ci niz u mieszancow z CMS-P. Poszczegodlne badane populacje zyta
roéznity sie mniej lub bardziej znacznie pod wzgledem zdolnosci do przywracania mgskiej
ptodnosci. Szczegélnie wyraznie dawato si¢ to zauwazy¢ w przypadku mieszancow z
cytoplazmg Pampa: odmiany Dankowskie Amber i Dankowskie Diament oraz w nieco
mniejszym stopniu Armand byty efektywniejsze w przywracaniu mgskiej ptodnosci niz
odmiana Horyzo oraz populacje historyczne.
Mapowanie pobocznych gendw zaangazowanych w przywracanie meskiej ptodnosci
w mieszancach zyta z cytoplazma C wykonano wykorzystujac populacje mapujaca [544C X
MOLt]BC1 oraz jej kolejne generacje otrzymywane na drodze krzyzowania wstecznego, a
nastepnie (od pokolenia BC3) rowniez chowu wsobnego (pokolenia F2-F5). Preselekcja
komponentow ojcowskich uzytych do krzyzowania, ktora wykonano z uzyciem markerow
molekularnych SCAR spowodowata, ze badane pokolenia populacji mapujacej nie posiadaty
glownego genu restorerowego Rfcl zlokalizowanego na dlugim ramieniu chromosomu 4R.
Dzigki temu pylenie czesci roslin obserwowane w kazdym kolejnym segregujacym pokoleniu
wynikato z obecnos$ci pobocznych gendow restorerowych pozwalajgc na uzycie wytworzonego
materiatu roslinnego, jako populacji mapujacej do okreslenia lokalizacji tych genow. W
pierwszym etapie badan przeprowadzono analizy molekularne populacji mapujacej [544C x
MOLt|BCI1 z wykorzystaniem 274 markeré6w opartych o metod¢ PCR (271 markeréw typu
COS i 3 SCAR). W wyniku tych analiz na chromosomie 2R zidentyfikowano jeden
polimorficzny marker (c892) wykazujacy korelacje z cecha ptodnosci. Nastepnie
przeprowadzono analizy populacji mieszancowych [544C x MOt]BC3F3 i1 [544C x
MOLt]BC3F4 wykorzystujac technologie¢ DArTseq oraz nieparametryczny test Kruskala-
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Wallisa i uzyskano wyniki wskazujace na chromosomy 2R oraz 5R, jako lokalizacje
pobocznych genow restorerowych. Efekt fenotypowy dziatania genu zlokalizowanego na

chromosomie 2R wydaje si¢ by¢ znaczaco wigkszy niz genu z chromosomu 5R.

Stowa kluczowe: zyto, cytoplazmatyczna meska sterylnosé, CMS- C, poboczne geny restorerowe,
markery COS, DArTseq
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ZALACZNIKI

Protokét Z1. Zmodyfikowany protokot ekstrakeji DNA roslinnego z zastosowaniem CTAB

1.

10.

11.

12.

dla dwoch ptytek (192 prébek):
Do rozdrobnionej wczeéniej tkanki (okoto 70 mg) doda¢ 500 ul buforu CTAB
(wcze$niej podgrzanego do 65°C).
Probki umiesci¢ na 1 godzing w tazni wodnej w 65°C, a nastgpnie dobrze schtadzad
przez okoto 30 minut.

Doda¢ 400 pl roztworu Chloroform/Alkohol izoamylowy 24:1, a nast¢pnie probki

wytrzasa¢ wertykalnie przez 15 minut w 4°C.

Wirowaé probki przez 30 minut w wirdowce nastawionej na 4°C przy predkosci
3850rpm.

Do czystych ptytek MTP dodac¢ po 6,25 pl roztworu RNAzy (10mg/ml = 400U/ml) do

kazdej studzienki.
Za pomoca tipsow ze Scigtymi koncowkami przenies¢ 400 pl (2 x 200 pl) supernatantu
na wczesniej przygotowane ptytki MTP (punkt 5). Phytki doktadnie przykryé matg i
wymieszaé zawarto§¢ poprzez odwracanie, nastepnie nalezy je umiesci¢ w cieplarce w
37°C na 15 minut.
Doda¢ 280 pl zmrozonego alkoholu izoamylowego i inkubowa¢ proby w -20°C przez

okoto 15 minut.
Wirowac plytki przez 20 minut w 4°C przy predkosci 3850rpm.
Kolejnym etapem jest zlanie supernatantu i dodanie 350 pl Buforu pluczacego 1 (76%

etanol/200mM octan sodowy).
Wirowaé przez 10 minut w temperaturze pokojowej przy predkosci 3850rpm,

nastepnie zla¢ zawarto$¢ ptytek i doda¢ 350 pl Buforu pluczacego 2 (76%

etanol/10mM octan amonowy).

Wirowa¢ przez 10 minut w temperaturze pokojowej przy predkosci 3850rpm,
ponownie zla¢ zawartos¢ ptytek i doda¢ 350 pl zmrozonego etanolu 80%.

Wirowaé przez 10 minut w temperaturze pokojowej przy predkosci 3850rpm, a
nastepnie zla¢ zawarto$¢ ptytek i umiesci¢ je w cieplarce w 37°C przez 10 minut (nie

przykrywac ptytki MTP matg).

Tak otrzymane DNA rozpusci¢ w 100 pl buforu TE (10mM Tris/ImM EDTA).
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Tabela Z1. Lista markerow molekularnych przetestowanych na liniach rodzicielskich 544C i

0t0-20.
Temper.atura Mgl )
Chromosom Marker annealingu Typ markera Zrédto
o [h]
1R CA498871 50 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R FJ374562|1 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R HAS175 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R IA-215 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R IA-294 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R IAG95 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R KUR1001 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R ORA14 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R ORA17 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R OSEC 50 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
1R PUR1R 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R SCPgk_1 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
1R TC140079 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
1R TC3185g 55 4 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
1R TC333053g|1 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R TC3661 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
1R TC370686¢ 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
1R TC72745 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R TC76051 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R tcos1005 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
1R tcos103 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R tcos109 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
1R tcos114 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R tcos121 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
1R tcos1339 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
1R tcos134 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R tcos137 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R tcos138 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R tcos143 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R tcos144 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
1R tcos152 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R tcos159 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
1R tcos162 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R tcos164 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R tcos1946 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R tcos202 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
1R tcos206 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R tcos2138 55 4 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
1R tcos214 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R tcos220 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
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1R tcos227 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
1R tcos233 60 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
1R tcos26 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
1R tcos29 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R tcos33 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R tcos3564 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R tcos38 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R tcos43 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
1R tcos44 60 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
1R tcos53 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R tcos65 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R tcos67 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
1R tcos91 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R tcos93 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R TOP1088 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R TOP1094 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
1R Xucr5 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
2R 115 55 15 Dominujacy Sobczyk Tab.12, 2023
2R c1249 55 1.5 brak amplifikacji Sobczyk Tab.12, 2023
2R cl127 55 1.5 brak amplifikacji Sobczyk Tab.12, 2023
2R c1332 55 1.5 brak amplifikacji Sobczyk Tab.12, 2023
2R c1560 55 15 brak amplifikacji Sobczyk Tab.12, 2023
2R €2609 55 1.5 Monomorficzny Sobczyk Tab.12, 2023
2R c282 55 1.5 Monomorficzny Sobczyk Tab.12, 2023
2R c3339 55 1.5 Monomorficzny Sobczyk Tab.12, 2023
2R c431_1 55 1.5 brak amplifikacji Sobczyk Tab.12, 2023
2R c431_2 55 15 brak amplifikacji Sobczyk Tab.12, 2023
2R c442 55 1.5 Monomorficzny Sobczyk Tab.12, 2023
2R c474 55 1.5 Dominujacy Sobczyk Tab.12, 2023
2R c614 55 1.5 brak amplifikacji Sobczyk Tab.12, 2023
2R c738 55 1.5 Dominujacy Sobczyk Tab.12, 2023
2R c800 55 1.5 Kodominujacy Sobczyk Tab.12, 2023
2R c870 55 1.5 Monomorficzny Sobczyk Tab.12, 2023
2R c892 55 1.5 Dominujacy Sobczyk Tab.12, 2023
2R €921 55 1.5 Monomorficzny Sobczyk Tab.12, 2023
2R €983 55 1.5 Monomorficzny Sobczyk Tab.12, 2023
2R €998 55 1.5 Dominujacy Sobczyk Tab.12, 2023
2R GRM 55 1.5 brak amplifikacji Sobczyk Tab.12, 2023
2R TC101821 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
2R TC35485 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
2R TC371388g 65 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
2R TC395749¢g 55 2.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
2R tcos2351 50 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
2R tcos2584 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
2R tcos2643 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
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2R tcos329 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
2R tcos5085 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
3R c1115 55 1.5 brak amplifikacji Sobczyk Tab.12, 2023
3R c1189 55 1.5 brak amplifikacji Sobczyk Tab.12, 2023
3R c1361 55 1.5 Dominujacy Sobczyk Tab.12, 2023
3R cl464 55 1.5 brak amplifikacji Sobczyk Tab.12, 2023
3R c1473 55 1.5 Monomorficzny Sobczyk Tab.12, 2023
3R c1616 55 1.5 Monomorficzny Sobczyk Tab.12, 2023
3R cl1710 55 1.5 brak amplifikacji Sobczyk Tab.12, 2023
3R c1992 55 1.5 Monomorficzny Sobczyk Tab.12, 2023
3R c2193 55 1.5 brak amplifikacji Sobczyk Tab.12, 2023
3R €298 55 1.5 brak amplifikacji Sobczyk Tab.12, 2023
3R c308 55 1.5 brak amplifikacji Sobczyk Tab.12, 2023
3R c344 55 1.5 Kodominujacy Sobczyk Tab.12, 2023
3R 3934 55 1.5 Kodominujacy Sobczyk Tab.12, 2023
3R c549 55 1.5 Monomorficzny Sobczyk Tab.12, 2023
3R c578 55 1.5 Dominujacy Sobczyk Tab.12, 2023
3R €625 55 1.5 Monomorficzny Sobczyk Tab.12, 2023
3R €651 55 1.5 brak amplifikacji Sobczyk Tab.12, 2023
3R c761 55 1.5 brak amplifikacji Sobczyk Tab.12, 2023
3R €762 55 1.5 Dominujacy Sobczyk Tab.12, 2023
3R €825 55 1.5 Dominujacy Sobczyk Tab.12, 2023
3R c849 55 1.5 Monomorficzny Sobczyk Tab.12, 2023
3R c991 55 1.5 Kodominujacy Sobczyk Tab.12, 2023
3R EU931290|5 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
3R FJ374551|1 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
3R FJ374567|2 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
3R FJ374595|10 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
3R FJ374607|1 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
3R F1374614|2 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
3R HAS79 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
3R ORA002 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
3R Sclce2-1 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
3R TC187783g|1 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
3R TC2479g 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
3R TC312604g|3 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
3R TC318429g|5 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
3R TC368630g 65 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
3R tcos1693 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
3R tcos2235 60 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
3R tc0s2970 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
3R tcos575 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
3R tcos658 60 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
3R tcos679 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
3R TNAC1280 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
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4R AK248154 55 1.5 Kodominujacy Hackaufiin.2017
4R AK249191 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R AK250201_1 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R AK250201_2 55 1.5 Dominujacy Hackaufiin.2017
4R AK250201_4 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
4R AK250897a 55 1.5 brak amplifikacji Hackaufiin.2017
4R AK250908 55 2.5 Kodominujacy Hackaufiin.2017
4R AK252386 55 1.5 Kodominujacy Hackaufiin.2017
4R AK355929 55 1.5 Dominujacy Hackaufiin.2017
4R AK358008_2 55 1.5 brak amplifikacji Hackaufiin.2017
4R AK358008_4 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R AK358008_5 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
4R AK361559 55 1.5 Kodominujacy Hackaufiin.2017
4R AK364730 55 1.5 Monomorficzny Hackaufiin.2017
4R AK366579 55 1.5 Monomorficzny Hackauf i in.2017
4R AK367861 55 1.5 Kodominujacy Hackaufiin.2017
4R AK372235 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R AK372685 55 1.5 Kodominujacy Hackaufiin.2017
4R AK373477 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R AK375163_2 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
4R AK376710 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
4R €110579 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
4R c11822 55 1.5 Kodominujacy Hackaufiin.2017
4R c1659 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
4R c17695 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
4R c18169a 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
4R c20846 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
4R €22526 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
4R c22574 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
4R €2624 65 2.5 Kodominujacy Hackaufiin.2017
4R €27559 55 1.5 Kodominujacy Hackaufiin.2017
4R €28385 55 1.5 Dominujacy Hackaufiin.2017
4R €29331 55 1.5 Dominujacy Hackaufiin.2017
4R c3116a_2 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R c3116a_3 55 1.5 Kodominujacy Hackaufiin.2017
4R c3116a_4 60 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R €35973 50 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R €3765_2 65 2.5 Kodominujacy Hackaufiin.2017
4R c51687 55 1.5 Dominujacy Hackaufiin.2017
4R c5542_1 60 1.5 Dominujacy Hackaufiin.2017
4R €5542_2 55 1.5 Monomorficzny Hackaufiin.2017
4R 5560 55 1.5 Monomorficzny Hackaufiin.2017
4R €5623_1 55 1.5 Kodominujacy Hackaufiin.2017
4R c74941 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R c84230 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
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4R c84394 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
4R d508318F6R249 55 1.5 Dominujgcy Milczarski i in. 2016
4R MtrA22 55 1.5 Dominujacy niepublikowane ZUT
4R MWG2218 55 2.5 Dominujacy Hackaufiin.2017

4R SCSz23L500 55 1.5 Dominujgcy Stojatowski, Rozp.habil
4R TC110922 55 1.5 brak amplifikacji Hackaufiin.2017

4R TC112013 65 1.5 Kodominujacy Hackaufiin.2017

4R TC120635 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R TC122582 55 2.5 Dominujacy Hackaufiin.2017

4R TC176835 60 1.5 Kodominujacy Hackaufiin.2017

4R TC281179 55 1.5 Dominujacy Hackaufiin.2017

4R TC33335g 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
4R TC363404 55 2.5 Kodominujacy Hackauf i in.2017

4R TC368844g 50 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
4R TC408265g 60 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
4R TC80147 55 1.5 Kodominujacy Hackaufiin.2017

4R tcos1032 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R tcos1520 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R tcos1521 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R tcos1547 65 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R tcos1555 55 1.5 Kodominujacy Hackaufiin.2017

4R tcos1787 55 2 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R tcos1790 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R tcos2610 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
4R tcos2629 60 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
4R tcos4207 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
4R tcos946 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R tcos959 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R tcos968 60 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R tcos970 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R TNAC1287 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R TNAC1394 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
4R TNAC1594 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
5R €p29006 60 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
5R cp36011 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
5R HvBMY1g 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
5R ScChf12_1 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
5R ScDhn1l 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
5R TaAGP-L2 50 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
5R TC372539g 60 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
5R TC372974¢g 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
5R tcos1010 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
5R tcos1090 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
5R tcos1125 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
5R tcos1137 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
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5R tcos1166 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
5R tcos1171 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
5R tcos1172 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
5R tcos1173 55 3 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
5R tcos1174 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
5R tcos1305 60 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
5R tcos1308 60 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
5R tcos1358 60 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
5R tcos1475 50 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
5R tcos1511 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
5R tcos2279 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
5R tcos2964 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
5R tcos3066 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
5R tcos3096 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
5R tcos3539 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
5R tcos4324 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
5R tcos4496 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
5R tcos751 50 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
5R TNAC1388 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
5R TNAC1390 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
5R TNAC1391 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
5R TNAC1392 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
5R TNAC1531 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
6R AK250897 55 1.5 brak amplifikacji Hackaufiin.2017

6R c16555 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
6R c1800 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
6R €28623 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
6R c3885 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
6R c8433 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
6R FJ374530]10 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
6R Scbhn3 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
6R TC368552g 55 2.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
6R TC376848g 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
6R tcos1435 60 2.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
6R tcos1553 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
6R tcos1594 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
6R tcos1617 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
6R tcos1647 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
6R tc0s2685 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
6R TNAC1727 60 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
6R TNAC1840 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
7R TC264149b 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
7R TC372071g 55 1.5 Dominujacy Hackauf niepublikowane
7R TC383145g-5 60 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
7R tcos1009 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
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7R tcos1052 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
7R tcos1279 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
7R tcos167 60 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
7R tcos2154 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
7R tcos3399 55 1.5 brak amplifikacji Hackauf niepublikowane
7R tcos872 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane
7R TNAC1622 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane

TC412294g 55 1.5 Monomorficzny Hackauf niepublikowane

TC414209g 55 1.5 Kodominujacy Hackauf niepublikowane
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Tabela Z2. Sktad mieszanin reakcyjnych enzymow restrykcyjnych stosowany dla produktéw

PCR-COS.

Komponenty

1 préba dla

mieszaniny 10 pL

Komponenty

1 préoba dla

mieszaniny 10 pL

Ogotem

10 pL

Inkubacja w 37°C przez okoto 4h

Produkt PCR 5ul Produkt PCR 5ul
10x Bufor CutSmart 1puL 10x Bufor CutSmart 1pul
H20 3,925 uL H20 3,925 uL
Hinf I (10U/uL) 0,05 pL Haelll (10U/uL) 0,05 pL
HindlIl (20U/uL) 0,025 uL Dra | (20U/uL) 0,025 pL

Ogétem

10 pL

Inkubacja w 37°C przez okoto 4h

1 préba dla
Komponenty . .
mieszaniny 10 pL
Produkt PCR 5ul
10x Bufor CutSmart 1ul
H20 3,925 uL
HinP1 | (10U/puL) 0,05 pL
EcoR I (20U/puL) 0,025 pL

Ogotem

10 pL

Inkubacja w 37°C przez okoto 4h

Komponenty

1 proba dia
Komponenty . .
mieszaniny 10 pL
Produkt PCR 5ul
10x Bufor CutSmart 1uL
H20 3,925 uL
Rsa | (10U/pL) 0,05 pL
Xbal (20U/uL) 0,025 pL

Ogotem

1 proba dla

mieszaniny 10 pL

Produkt PCR 5ul
10x Bufor CutSmart 1ul
BSA (100ug/mL) 0,1puL
H20 3,85 uL
Taqal (20U/uL) 0,05 uL
Ogotem 10 uL

Inkubacja w 65°C przez okoto 6h

10 uL

Inkubacja w 37°C przez okoto 4h
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Tabela Z3. Identyfikacja typu cytoplazm w odmianie populacyjnej Dankowskie Diament

z wykorzystaniem markerow mitochondrialnych typu SCAR.

NI coxl | nadé | nad2 | Cyto Nr coxl | nadé [ nad2 | Cyto Nr coxl | nadé |nad2| Cyto
ro$ plaz ro$ plaz ro$ plaz
VN| P [ v M VIN| P | v | M PIVN|P | Vv | M
1 - - P P 78 - - P
2 - - P P 80 - - P
3 - - P P 81 - - P
4 - - P P 82 - - P
5 = = P P 83 - - P
6 - - P P 84 - - P
7 - - P P 85 - - P
8 = = P P 86 - - P
9 - - P P 87 - - P
10 - - P P 88 - - P
11 - - P P 89 - - P
12 - - P P 90 - - P
13 - = P P 91 - - P
14 - - - P P 92 - - P
15 - - P P 93 - - P
16 - = P P 94 - - P
17 - - P P 95 - - P
18 - - P P 96 - - P
19 - - P P
20 - o P 5] -Produkt
21 i i P p - |Brak produktu
P |cytoplazma Pampa
22 - - P p V__[cytoplazma Vavilovi
cytoplazma Normalna
23 - - P P V/N_|cytoplazma Vavilovi lub Normalna
24 - - P P
25 - - P P
26 - - P P
27 - - N P
28 - - P P
29 - - P P
30 - - P P
31 - - P P
32 = = P P
33 - - P P
34 = = P P
35 = = P P
36 - - P P
37 = = P P
38 - - P P
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Tabela Z4. Identyfikacja typu cytoplazm w odmianie populacyjnej Bosmo z wykorzystaniem

markeréw mitochondrialnych typu SCAR.
coxl |nad6|nad2

coxl [nad6|nad2]|Cy Nr Cyto coxl |[nad6 [nad2| Cy
Nr top rod plaz Nr top
r$ [P|VIN| P | Vv |laz PIVINl P | V |ma r$ |P{VIN| P | v [laz

ma ma

1 - - N 40 - - v 79 - - Y,
2 - - N 41 - v 80 - - - N
3 - B v 4 . B N 81 - - Vv
4 N 43 - - v 82 - - vV
5 - - N 4 B - v 83 - - Vv
6 - - N 45 |- - v 84 - - - N
7 - Vv 46 B N 85 - - Y,
8 ; . Vv 47 B - v 86 - : . Y,
9 . - N 48 - v 87 - - - N
10 - BB v 49 8 ; v 88 - ; Vv
11 . - N 0B - v 89 - i Vv
12 - - N °l y Vi loo - i Vv
13 - Vv 52 - M 01 - . - N
14 i . Vv ad - v 92 - i Vv
15 . - N N N 93 - i Vv
16 ; Vv S5 8 - v 94 - ; Vv
17 : . v |- - N e - : Y
18 B | 57 - - v
19 . - N ad - N e
20 et B MEE—
21 = V vV |eytoplazma Vavilovi
22 - Vv 61 ) _ N VTN annZE::i::::\:iToa\lﬂaubNormama
”3 ) v 62 - - BB v
o N 63 - - - N
o5 ) - v 64 - - . V
. B 65 - - v
o7 B | 66 - - - N
o8 ) v 67 - - . v
09 ) v 68 - - v
20 B 69 - - - N
a1 ) v 70 - - . v
- ) v 71 - - v
2 N 72 - - - N
34 ) - v 73 - - - V
2 N 74 - - - N
26 B | 75 - - - N
37 B 76 - - - N
28 B 77 - - - N
2 B | 78 - - - N

101




Tabela Z5. Identyfikacja typu cytoplazm w odmianie populacyjnej Amilo, z wykorzystaniem

markerow mitochondrialnych typu SCAR.
coxl |nadé|nad2|CY coxl |nadé |nad2|CY coxl |nadé|nad2|CY
Nr top Nr top Nr top
ros VIN p v laz 08 | p | /N P Vv laz 08 [ p | /N = Vv laz
ma ma ma
1 - V 40 - - - N 79 - - \Y
2 - Vv 41 - - V 80 - - V
3 - - N 42 - - V 81 - - \Y/
4 - - N 43 - - - N 82 - - - N
5 - - N 44 - - - N 83 - - v
6 - - N 45 - - - N 84 - - - N
7 - - N 46 - - - N 85 - - V
8 - - N a7 - - B v 86 - - Vv
9 = = N 48 - - - N 87 - - Vv
10 - - Vv 49 - - - N 88 - - - N
11 - - N 50 - - \Y 89 - - Vv
12 , - V; 51 - - V 9 - - V
13 - - N 52 - - V 91 - - V
14 - - Vv 53 - - \Y 92 - - \Y
15 - - N 54 - - - N 93 - - \Y
16 - Vv 55 - - . Y 94 - ; Y,
17 - \V/ 56 - - \Y 95 - - Vv
18 - vV 57 - - - N 9 - - \Y
19 - \Y/ 58 - - - N
20 - v 59 - N
21 . - N 60 - : \4 P :::;:dmuak:;mpa
22 - _ N 61 - = V vV |cytoplazma Vavilovi
N cytoplazma Normalna
23 = \V/ 62 - = Vv V/N  |cytoplazma Vavilovi lub Normalna
24 - \Y 63 - - \
25 - \Y/ 64 - - \
26 - \Y; 65 - - \
27 - - N 66 - - \
28 - - N 67 - - \
29 - - N 68 - - \
30 - - N 69 - - \
31 - v 70 - - \Y
32 - - N 71 - - \
33 - \Y, 72 - - \
34 - \Y; 73 - - \
35 - \Y 4 - - \
36 - \% 7% - - \
37 - - N 76 - - \
38 - - N 7 - - \
39 - v 78 - - \
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Tabela Z6. Identyfikacja typu cytoplazm w odmianie populacyjnej Stanko z wykorzystaniem
markerow mitochondrialnych typu SCAR.

Nr
ros

cox1

nad6

nad2

VIN

11
12
13
15
19
20
21
22
26
27
28
29
30
31
32
34
35
36
37
38
40
43
44
45
46
47
49
50
52
53
54
55
56
58
59
60
62
63

Cytoplazma

Nr ro$

cox1l

nad6

nad2

P | VIN

P

\Y

Cytoplazma

Z 0222199 < 02TV U029V IU9<KLZTUVUUUU2Z2Z2Z2191L<£< UvZ22271VZ7m1U1vUu<L?Z

64
65
67
68
69
70
71
73
75
76
77
78
81
82
85
88
89
90
96

T 2299 2219V UvUuviu<<2Z2< U©vUuwUwz=Z2Z=

Produkt

Brak produktu

P

cytoplazma Pampa

cytoplazma Vavilovi

N

cytoplazma Normalna

V/N

cytoplazma Vavilovi lub Normalna

103




Tabela Z7. Identyfikacja typu cytoplazm w odmianie populacyjnej Svalofs St 52404 z
wykorzystaniem markeréw mitochondrialnych typu SCAR.

coxl |nad6 |nad2|CY coxl |[nad6 |nad2|CY coxl |nad6 |nad2| Y
Nr top Nr top Nr top
ro$ vN| P v |laz ros VIN p v |laz o8 [plyN| P v | laz
ma ma ma
1 - - N 41 - - N 80 - - - N
2 - - N 42 - - N 8l - - - N
3 - - N 43 - - N 82 - - - N
4 - - N 44 - - N 83 - - - N
5 - - N 45 - - N 84 - - - N
6 - - N 46 - - N 85 - - - N
7 - - N 47 - - N 86 - - - N
8 = - N 48 - - N 87 - - - N
9 = - N 49 - - N 88 - - - N
10 - - N 50 - - N 89 - - - N
11 - - N 51 - - N 90 - - - N
12 - - N 52 - - N 91 - - - N
13 - - N 53 - - N 92 - - - N
14 - - N 54 - - N 93 - - - N
15 - - N 55 - - N 94 - - - N
16 - - N 56 - - N 9% - - - N
17 - - N 57 - - N
18 - - N 58 - - N oo
19 - - N |50 - - N P Fr——
20 _ _ N 60 - - N vV |evtoplazma Vavilovi
N cytoplazma Normalna
21 - - N 61 - - N V/N_|cytoplazma Vavilovi lub Normalna
22 - - N 62 - - N
23 - - N 63 - - N
24 - - N 64 - - N
25 - - N 65 - - N
26 - - N 66 - - N
27 - - N 67 - - N
28 - - N 68 - - N
29 - - N 69 - - N
30 - - N 70 - - N
31 - - N 71 - - N
32 - - N 72 - - N
33 - - N 73 - - N
34 - - N 74 - - N
35 - - N 75 - - N
36 - - N 76 - - N
37 - - N 7 - - N
39 - - N 78 - - N
40 - - N 79 - - N
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Tabela Z8. Identyfikacja typu cytoplazm w odmianie populacyjnej Landsorte K9538 z
wykorzystaniem markeréw mitochondrialnych typu SCAR.

coxl |nad6 |nad2|CY coxl |[nad6 |nad2|CY coxl |nad6 |nad2|CY
Nr top Nr top Nr top
ro$ vN| P v |laz ros VIN| P v |laz o8 [plyN| P v |12z

ma ma ma

1 - - N 40 - - N 80 - - - N
2 - - N 41 - - N 81l - - - N
3 - - N 42 - - N 82 - - - N
4 - - N 43 - - N 83 - - - N
5 - - N 45 - - N 84 - - - N
6 - - N 46 - - N 85 - - - N
7 - - N 47 - - N 86 - - - N
8 = - N 48 - - N 87 - - - N
9 = - N 49 - - N 88 - - - N
10 - - N 50 - - N 89 - - - N
11 - - N 51 - - N 90 - - - N
12 - - N 52 - - N 91 - - - N
13 - - N 53 - - N 92 - - - N
14 - - N 54 - - N 93 - - - N
15 - - N 55 - - N 94 - - - N
16 - - N 56 - - N 95 - - - N
17 - - N 57 - - N 9% - - - N
18 - - N 58 - - N
19 = = N 59 - - N -Pmdukt
20 - : N 60 ) ) N P :::;:dmuak:;mpa
21 - - N 61 - - N v [cytoplazma Vaviloui
22 - - N 62 - - N VTN 2:23 o] c:;irroaxla;aub Nomalna
23 - - N 63 - - N
24 - - N 64 - - N
25 - - N 65 - - N
26 - - N 66 - - N
27 - - N 67 - - N
28 - - N 68 - - N
29 - - N 69 - - N
30 - - N 70 - - N
31 - - N 71 - - N
32 - - N 72 - - N
33 - - N 73 - - N
34 - - N 74 - - N
35 - - N 75 - - N
36 - - N 76 - - N
37 - - N 7 - - N
38 - - N 78 - - N
39 - - N 79 - - N
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Tabela Z9. Identyfikacja typu cytoplazm w odmianie populacyjnej Vjatka, z wykorzystaniem
markerow mitochondrialnych typu SCAR.

Nr
ro$

cox1l

nadé

nad?2

VIN

12
13
15
18
19
22
25
26
27
28
30
37
38
40
4
42
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
57
58
59
60
62
63
64
65
66
67
68

P

\Y

Cytoplazma

Nr ros

cox1l

nad6

nad?2

P | VIN

P

pd

<K<K <K<K <L <L ZzZZZz2Zz2Z2Z2Z2Z2Z222222222222222222222222222

69
72
74
75
76
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
96

\Y

Cytoplazma

<

2 <K<K zZz2ZzZz2ZzZ2Zz2Zz22czeeL

Produkt

Brak produktu

P

cytoplazma Pampa

cytoplazma Vavilovi

N

cytoplazma Normalna

V/N

cytoplazma Vavilovi lub Normalna
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Tabela Z10. Identyfikacja typu cytoplazm w odmianie populacyjnej St. Wageningen

z wykorzystaniem markerow mitochondrialnych typu SCAR.

coxl |nad6 |nad2|CY coxl |[nad6 |nad2|CY coxl |nad6 |nad2| Y
Nr top Nr top Nr top
ros vN| P v laz ros VIN P v |laz o8 [plyN| P v | laz

ma ma ma

1 - \Y 40 - - N 79 - - - N
2 - v 41 - B v 80 - - Y
3 - \Y 42 - - N 81 - - \Y
4 - \Y 43 - \ 82 - - \Y
5 - \Y/ 44 - \Y 83 - - \
6 - \Y 45 - \ 84 - - \Y
7 - \Y 46 - \Y 85 - - - N
8 = - N 47 - V 86 - - \
9 - - N 48 - \ 87 - - \
10 - \V/ 49 - \Y 88 - - - N
11 - . \V 50 - V 89 - - V
12 - - N 51 - V 90 - - V
13 - \V/ 52 - \Y 91 - - V
14 - . \V 53 - V 92 - - V
15 - - N 54 - \Y 93 - - V
16 - \V 55 - - N 94 - - V
17 - \V 56 - V 95 - - V
18 - \V/ 57 - \Y 9% - - V
19 - \Y; 58 - \
20 - - N 59 - VAR [
21 : \4 60 ; v P :::;:dmuak:;mpa
22 - \V; 61 - V v [cytoplazma Vaviloui
23 - V 62 - \% VTN 2:23 :i:: c:;irroaxla;aub Normalna
24 - \Y/ 63 . \
25 - \Y; 64 - \
26 - \Y; 65 - \
27 - \Y; 66 - \
28 - \Y 67 - \%
29 - \Y; 68 - \
30 - - N 69 - \4
31 - \Y 70 - \
32 - \Y 71 - \%
33 - \V 72 - \Y/
34 - - N 73 - \
35 - \Y 74 - \4
36 - \Y 75 - \4
37 - \Y 76 - \
38 - V 77 - \Y/
39 - \Y 8 - \
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Tabela Z11. Identyfikacja typu cytoplazm w odmianie populacyjnej Hungarian Giant
z wykorzystaniem markerow mitochondrialnych typu SCAR.

coxl |nadé|nad2|CY coxl |[nad6 |nad2|CY coxl |nadé|nad2|CY
Nr top Nr top Nr top
ro$ vN| P v |18z ro$ VIN| P v | laz o8 |plyN| P v |laz

ma ma ma

1 - \Y 40 - - N 79 - - - N
2 - \Y 41 - - N 80 - - - N
3 - - N 42 - - N 8l - - B v
4 - - N 43 - \ 82 - - - N
5 - \Y 44 - \ 83 - - - N
6 - \Y 45 - \ 84 - - \
7 - \Y 46 - - N 85 - - \Y
8 - \Y 47 - \Y 86 - - \Y
9 = \V/ 48 - V 87 - - - N
10 - \V/ 49 - - N 88 - - V
11 - vV 50 - - N 89 - - \Y/
12 - \Vj 51 - \ 90 - - \
13 - - N 52 - V 91 - - V
14 - - N 53 - Vv 92 - - - N
15 - - N 54 - \Y 93 - - Vv
16 - - N 55 - V 94 - - V
17 - \V/ 56 - - N 95 - - Vv
18 - . \V/ 57 - - N 9% - - V
19 - - N 58 - \
20 - - N 59 - AR e
21 - \4 60 B v P :::;:dmuak:;mpa
22 - \V/ 61 - - N v |evtoplazma Vavilovi
23 - Vv 62 - Vv TN JenamavVasiod kb Nomas
24 - - N 63 - \
25 - \Y 64 - \
26 - \Y 65 - \
27 - \Y} 66 - \
28 - \V 67 - vV
29 - \Y 68 - - N
30 - - N 69 - - N
31 - - N 70 - - N
32 - - N 71 - - N
33 - \V 72 - \Y/
34 - \Y 73 - \
35 - \Y 74 - - N
36 - - N 75 - - N
37 - - N 76 - - N
38 - V 77 - \Y/
39 - . \VJ 78 - \Vj

108



Tabela Z12. Liczebno$ci wysianych ziaren i ocenionych roslin oraz odsetek strat badanych
genotypow odnotowany w pokoleniach F2 do F5 populacji mapujace;

[544C x MOt]BC3

Miejsce . . Liczba wysianych L|gzba .
. Rok | Pokolenie Populacja . ocenionych | Udziat strat
siewu ziaren .
roslin

544C x MOt10 39 29 26%

pole 2016 | BC3F2 ([544C x MOt19 65 33 49%

544C x MOt23 74 40 46%

544C x MOt10 14 1 93%

pole BC3F3 |544C x MOt19 85 18 79%

2017 544C x MOt23 83 22 73%

. 544C x MOt19 22 10 55%

szklarnia BC3F2 1524 x Mot23 179 114 36%

544C x MOt19 97 32 67%

oole 2018 BC3F3 544C x MOt23 89 32 64%

BC3F4 544C x MOt19 84 8 90%

544C x MOt23 79 32 59%

544C x MOt19 roslina1 116 85 27%

544C x MOt19 roslina2 76 44 42%

BC3F4 |544C x MOt19 roslina3 104 a7 55%

544C x MOt23 roslinad 109 59 46%

Kiarnia | 2019 544C x MOt23 roslinas 30 24 20%

szKaria 544C x MOH19 roslinal 95 75 21%

544C x MOt23 roslina2 64 3 95%

BC3F5 [|544C x MOt23 roslina3 81 2 98%

544C x MOt23 roslina4 77 44 43%

544C x MOt23 roslina5 103 75 27%
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