DOI: 10.37317/biul-2012-0060

NR 264 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACIJI ROSLIN 2012

IRENA KOLASINSKA
Zaklad Genetyki i Hodowli Roslin
Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin — Panstwowy Instytut Badawczy w Radzikowie

Zroznicowanie zdolnosci do przywracania
ptodnosci wsrod linit meskosterylnych zyta
z cytoplazma Pampa

Diversity in fertility restoration among male sterile rye lines with Pampa cytoplasm

Celem badan bylo poznanie zréznicowania nowo wyprowadzonych linii m¢skosterylnych zyta pod
wzgledem wplywu na poziom przywrdcenia plodnoséci ich mieszancow z restorerami. Na polach
przestrzennie izolowanych wykonano krzyzowanie 12 linii meskosterylnych (linie P) z czterema
restorerami oraz 57 linii mgskosterylnych z restorerem 18R. Nastepnie oceniono poziom przywrdcenia
meskiej ptodnosci 105 mieszancow (PxR) w doswiadczeniach zatozonych metoda catkowicie losowa
w 3 powtorzeniach. Meska plodno$é pojedynczych roslin mieszancow okre§lono poprzez wizualna
bonitacje pylnikow w skali 1-9 oraz obliczono indeksy przywrocenia meskiej ptodnosci. Badania
wykazaly, ze najwickszy wplyw na poziom meskiej ptodnosci mieszancow wywart genotyp linii
meskosterylnych. Stwierdzono takze istotny wplyw genotypu restorera oraz niewielki wplyw interakcji
linii P z restorerem. Wykazano duze zréznicowanie linii mgskosterylnych pod wzgledem ich wptywu
na poziom plodnoséci mieszancow. Indeks przywrocenia meskiej plodnosci mieszancow testowych
pochodzacych z krzyzowania 57 linii P z restorerem 18R miescit si¢ w granicach od 7,4 do 85,9%.
Omoéwiono sposdb wykorzystania linii mgskosterylnych zréznicowanych pod wzglgdem zdolnosci do
przywroécenia ptodno$ci w programie hodowli odmian mieszancowych zyta.

Stowa kluczowe: mgska sterylno$é, przywracanie meskiej ptodnosci, mieszance zyta, Secale cereale
L.

The objective of this study was to estimate of differentiation of male sterile lines of rye with the
Pampa cytoplasm in their ability to be restored. In 2009 crosses were made between twelve male sterile
lines (P lines) and four restorers and between 57 P lines and the restorer 18R in spatially isolated fields.
The 105 hybrids were tested for male fertility restoration in plastic tunnels. The level of male fertility
was assessed by anther dehiscence visual scores of single plants with a 1-9 scale. The restoration
indices (RI) were calculated according to the formulae: RI = % male fertile plants + 1/2% partially male
fertile plants. The analysis of variance showed that restoration of male fertility in single hybrids was
significantly affected by both genotypes of P lines and R lines as well as the PxR interaction. The male
sterile lines were a major source of total variation for male fertility of hybrids. A large variation of male
fertility was found among hybrids derived by crossing 57 male sterile lines to the restorer 18R.
Restoration index (RI) ranged from 7.4% to 85.9%. Male sterile lines differed greatly in their ability to
be restored. Frequency of lines that are easy to restore and lines that are hard to restore was 15.8% and
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17.5%, respectively. Utilization of both groups of P lines in breeding program of rye hybrids was
discussed.

Key words: male sterility, restoration of male fertility, rye hybrids, Secale cereale L.
WSTEP

W komercyjnych programach hodowli i produkcji nasion mieszancowych powszechnie
jest wykorzystywane zrodlo sterylizujacej cytoplazmy Pampa (Geiger i Schnell, 1970).
Meska sterylno$¢ tego typu jest tatwa do zachowania, poniewaz genotypy dopetniajace
(non-restorery) wystepuja we wszystkich populacjach zyta oraz stabilna w szerokim
zakresie warunkow uprawy w Europie (Geiger i in., 1995). Znaczne problemy stwarza
natomiast pelne przywrocenie meskiej plodnosci odmianie mieszancowej otrzymanej z
udziatem cytoplazmy Pampa (CMS-P), co jest gtéwnie spowodowane niskg frekwencja
wystepowania genotypow przywracajacych ptodnos¢, zwanych restorerami w europejskich
populacjach zyta (Geiger i Morgenstern, 1975; Geiger 1 in., 1995). Dodatkowym
utrudnieniem jest ztozone uwarunkowanie genetyczne tej cechy zaktadajace dziatanie
dwoch (Madej, 1976), trzech (Scoles i Evans, 1979), a nawet czterech (Ruebenbauer i in.,
1984) par genow. Geny przywracajace plodno$¢ w systemie CMS-P dotychczas
zlokalizowano na pigciu chromosomach zyta, z ktorych najwigksze znaczenie miaty loci z
chromosomow 1RS i 4 RL (Miedaner i in., 2000). Niepelna plodno$¢ mieszancow
prowadzi do obnizonej produkcji pytku wynoszacej od 45 do 72% w porownaniu z
odmiang populacyjng o normalnej cytoplazmie (Geiger i in., 1995). W warunkach zimnej
i deszczowej pogody w okresie kwitnienia czg¢§ciowe przywrdcenie plodnosci powoduje
znaczne obnizenie ilo$ci zywotnych ziaren pytku wyrzucanych z pylnikow. Wprawdzie
moze nie mie¢ to wplywu na zawigzywanie ziaren oraz wielko$¢ i stabilnos¢ plonu,
poniewaz zyto jest efektywnym wiatropylnym zapylaczem, ale moze sprzyja¢ zakazeniu
zarodnikami sporyszu (Claviceps purpurea (Fr.) Tul.), prowadzac do zanieczyszczenia
ziarna zyta przetrwalnikami zawierajacymi toksyczne alkaloidy (Geiger i Bausback, 1979).
W niektorych latach zachodzi potrzeba czyszczenia ziarna ze wzgledu na rygorystyczne
normy zawartosci przetrwalnikow sporyszu  w handlowych partiach ziarna
konsumpcyjnego i paszowego wynoszace odpowiednio <0,05% i <0,1%. Obecnie
uprawiane odmiany mieszancowe charakteryzuja si¢ czesciowa meskg plodnoscia (Geiger
1 in., 1995; Stracke i in., 2003). Niektorzy hodowcy probuja zrekompensowaé mniejsze
pylenie odmian mieszancowych 10% domieszka ziarna odmiany populacyjnej do ziarna
mieszanca handlowego (Miedaner i in., 2005).

Dotychczasowe badania wykazaly, ze poziom plodnosci mieszancow F; zyta
tworzonych z wykorzystaniem CMS-Pampa zalezy od zdolnosci przywracania ptodnosci
komponenta ojcowskiego, genotypu meskosterylnego komponenta matecznego, interakcji
komponentéw ojcowskiego z matecznym, a takze od warunkoéw $rodowiska (Kolasinska,
2003, 2009; Madej i in., 1995). Stwierdzono bardzo duzy wplyw genotypu komponentow
matecznych na poziom ptodno$ci mieszancow oraz istotng role interakcji komponentow
matecznych z ojcowskimi. Gtownym problemem w hodowli mieszancowej zyta jest
zwigkszenie meskiej ptodno$ci mieszancow poprzez wyhodowanie nowych, bardziej
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efektywnych restoreréw. Wydaje si¢, ze znaczne zwigkszenie poziomu meskiej ptodnosci
mieszancow mozna takze uzyska¢ poprzez dobor odpowiednich komponentow
matecznych.

Celem badan bylo poznanie zréznicowania nowo wyprowadzonych linii
meskosterylnych pod wzgledem wptywu na poziom przywrocenia plodnosci ich
mieszancow z restorerami oraz okreslenie sposobu ich wykorzystania w hodowli odmian
mieszancowych zyta.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin Panstwowym
Instytucie Badawczym w latach 2009 i 2010 wykorzystujac materialy hodowlane Zzyta
Hodowli Roslin Smolice Sp. z 0.0. Materiat badawczy stanowily linie meskosterylne (linie
P) oraz populacje syntetyczne przywracajace ptodno$¢ (restorery) pochodzace z polskich
populacji hodowlanych zyta. W 2009 roku wytworzono 48 mieszancow w wyniku
krzyzowania 12 linii me¢skosterylnych (ponad BCs) z 4 restorerami oraz 57 mieszancow
poprzez krzyzowanie 57 linii m¢skosterylnych (linie P) z restorerem 18R. Krzyzowania
wykonano na polach przestrzennie izolowanych (topcross R).

W 2010 roku okreslono poziom przywrdocenia meskiej ptodnosci 105 mieszancow
(PxR) w doswiadczeniach zatozonych metodg catkowicie losowg w 3 powtdrzeniach. W
pelni kwitnienia oceniono meska plodno$¢ 20—40 roslin kazdego mieszanca. Mgska
ptodnos¢ pojedynczych roslin okreslono poprzez wizualng bonitacje pylnikow w skali 1-9
(Morgenstern, 1983), przy czym | oznacza pylniki silnie zdegenerowane, puste i
niepekajace, a 9 to pylniki normalnej wielkosci, pekajace i obficie pylace. Nastepnie
obliczono liczbe i procentowy udzial roslin w trzech klasach ptodnosci:

— ro$liny meskosterylne [ms] o ré6znym stopniu degeneracji pylnikow [1-3],
— ro$liny czgéciowo ptodne [pmf], majace niewielka ilos¢ pytku w kilku/wielu pylnikach

[4-6],

— ro$liny ptodne [mf] o pylnikach od lekko zdegenerowanych do normalnych [7-9]

Indeks przywrocenia meskiej ptodnosci (IR, %) wyznaczono wedlug wzoru (Geiger i
Morgenstern, 1975):

IR, % = % roslin mf + 1/2 % roslin pmf.

Wykonano obliczenia statystyczne obejmujace: analize wariancji meskiej ptodnosci
mieszancow, oszacowanie oczekiwanych $rednich kwadratow odchylen, wyznaczenie
komponentéw wariancyjnych dla poszczegoélnych zrédel zmiennoSci i okreslenie ich
procentowego udzialu w zmienno$ci catkowitej (Ubysz-Borucka i in., 1985).

WYNIKI

Analiza wariancji meskiej ptodnosci mieszancow wykazata istotng zmienno$¢ (0<0,01)
linii meskosterylnych (linie P), restorerow (R) oraz interakcji linii P z restorerami (tab. 1).

Tabela 1
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Udzial (%) komponentow wariancyjnych w ogolnej zmienno$ci meskiej plodnosci mieszancow zyta
Proportion (%) of variance components in total variation for pollen shedding of rye hybrids

Udziat komponentow
) ) Wartosci oczekiwane $rednich | wariancyjnych w og6lnej
Zrodto zmiennosci St. sw. Sredni kwadrat " kwadratow zmiennosci (%)
Source of variation Df Mean square Expected values of mean Proportion of variance
squares components in total variation
(%)
Linia meskosterylna (P) .
Male sterile line (P) 11 12,1335 0,973 57,5
Restorer (R) s
Restorer (R) 3 18,4746 0,500 29,6
Wspoldzialanie PxR 33 0,4611%* 0,121 72
PxR interaction
Blad 9% 0,098 0,098 58
Error

** [stotne na poziomie o = 0,01; Significant at a =0.01
) Dwuczynnikowa analiza wariancji wedtug modelu losowego do$wiadczenia zatozonego metoda losows; Two-factorial

analysis of variance
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Rys. 1. Meska plodno$é mieszancéw pochodzacych z krzyzowania 12 linii meskosterylnych
Z 4 restorerami
Fig. 1. Male fertility of single hybrids obtained from crosses between twelve male sterile lines and four
restorers
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Zmienno$¢ ptodnosci mieszancow glownie wynikata z r6znic genetycznych wystepujacych
pomiedzy liniami meskosterylnymi (57,5%). Znacznie mniejszy udzial stanowita
zmienno$¢ wynikajaca z roznic genetycznych pomiedzy restorerami (29,6%). Interakcja
linii P z restorerami wywarla niewielki wptyw na poziom ptodno$ci mieszancow (7,2%).
Mieszance uzyskane w wyniku krzyzowania 12 linii meskosterylnych z 4 restorerami,
pochodzacymi z programu hodowlanego, byly bardzo zréznicowane pod wzgledem
meskiej ptodnosci. Indeks przywrocenia meskiej ptodno$ci miescit sie¢ w szerokim
zakresie od 9,8% do 96,1% (rys. 1). Stwierdzono wyrazny wplyw linii P na poziom
ptodnosci ich mieszancow z tym samym restorerem. I tak indeks przywrdocenia meskiej
ptodnosci mieszancoéw uzyskanych z udzialem restorera SR w zaleznos$ci od uzytej linii
meskosterylnej wynosit od 11,5% (12P) do 93,2% (1P). Mniejsze zréznicowanie meskiej
ptodnosci obserwowano wsrod mieszancow restorera 17R. Indeks przywrocenia meskiej
ptodnosci jego mieszancow w zaleznosci od linii meskosterylnej wynosit od 39,6% do
96,1%. Duzy wpltyw genotypu komponentow matecznych na ptodno$¢ mieszancow takze
wykazata ocena potomstwa 57 linii P z restorerem 18R. Mieszance charakteryzowaty si¢
bardzo zréznicowang meska ptodnoscia, a ich indeks przywrocenia meskiej ptodnosci
miescit si¢ w szerokich granicach od 7,4% do 85,9% (rys. 2).
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Rys. 2. Meska plodno$é mieszancow testowych pochodzacych z krzyzowania 57 linii meskosterylnych
z restorerem 18R
Fig. 2. Male fertility of test hybrids obtained from crosses between 57 male sterile lines
and the restorer 18R

Wyniki tego do$wiadczenia pozwolity na klasyfikacje 57 linii meskosterylnych pod
wzgledem wptywu na poziom przywrocenia ptodnosci mieszancow. Najwigksza meska
ptodnoscig (IR>70%) wyr6znity si¢ potomstwa 9 linii P z restorerem 18R i linie te uznano
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za tatwe do przywrocenia ptodnosci. Najmniejsza ptodnos¢ (IR<30%) stwierdzono u
mieszancow uzyskanych z krzyzowania 10 linii P z restorerem 18R, a te linie mateczne
okreslono jako trudne do przywrocenia ptodnosci. Mieszance wickszosci linii P (66,7%) z
restorerem 18R miaty indeks przywrocenia meskiej ptodnosci w przedziale od 30 do 70%.
W ocenianej grupie linii meskosterylnych frekwencja linii P okreslonych jako tatwe,
posrednie i trudne do przywrocenia plodnosci wynosita odpowiednio 15,8%, 66,7% i
17,5%.

DYSKUSJA

Mieszance F; utworzone z udzialem dotychczas wyselekcjonowanych restorerow
charakteryzowaly si¢ bardzo zréznicowana me¢ska ptodnoscia w zaleznosci od uzytego
komponenta matecznego. Jako przyktad mozna poda¢ restorer SR, ktory tylko w nie-
wielkim stopniu przywrocit ptodno$¢ potomstwa z linig meskosterylng 12P (IR = 11,5%).
Jednak restorer ten zapewnil prawie catkowita ptodnos¢ potomstwu z linig meskosterylng
IP (IR = 93,2%). Poziom megskiej plodnoSci mieszancow zalezat od zdolnosci
przywracania plodnos$ci komponenta ojcowskiego, genotypu meskosterylnych linii
matecznych oraz interakcji komponentéw ojcowskich z matecznymi. Genotyp linii
meskosterylnych stanowit gtéwne zrodlo zmienno$ci ptodnosci ich mieszancow z
restorerami wyprowadzonymi z hodowlanych populacji zyta. Znaczacy wpltyw kompo-
nentd6w matecznych oraz ich interakcji z komponentami ojcowskimi na ekspresj¢ przy-
wrocenia plodnosci mieszancow z cytoplazmg Pampa stwierdzono takze we wczesniej-
szych badaniach (Geiger i Miedaner, 1996; Kolasinska, 2001; Kolasinska, 2009). Z po-
dobnym problemem spotkali si¢ takze hodowcy mieszancow innych roslin uprawnych, np.
kukurydzy (Chen, 1981), pszenicy (Wilson, 1968; Kolasinska, 1975; Sage, 1976) i
pszenzyta (Goral i in., 2007; Lapinski i Matusiak, 2011). Wydaje si¢, ze znaczny wpltyw
genotypu linii meskosterylnych na stopien ptodnosci mieszancow jest wynikiem ztozonego
systemu genetycznego CMS-Pampa. Fenotypowa ekspresja przywrocenia meskiej
ptodnos$ci mieszanca najczgsciej jest wynikiem kumulatywnego dziatania zaré6wno genoéw
gtéwnych, jak réwniez genéw o mniejszym znaczeniu i genow modyfikatoréw,
pochodzacych od restorera i formy matecznej (Miedaner i in., 2000; 2005). Niektore linie
meskosterylne moga zawiera¢ geny o niewielkim efekcie fenotypowym, ktore nie
ujawniaja si¢ w ich genotypie, ale w obecnosci gtéwnych genéw Rf, pochodzacych od
komponenta ojcowskiego, wptywajg na zwickszenie plodnosci mieszancow. Powstaje
obawa, ze takie linie P z genami modyfikatorami mogg wykazywac mniej stabilng meska
sterylno§¢ w r6znych warunkach §rodowiskach. Z badan wtasnych wynika, ze wickszos¢
linii P, okreslanych jako tatwe do przywrocenia ptodnosci, zachowywato pelng sterylnosé
zarowno w warunkach szklarniowych, jak i w warunkach polowych Radzikowa w latach
1995—2005 (Kolasinska, 2009). Catkowite wyjasnienie tego problemu wymaga
dodatkowych badan genetycznych prowadzonych na duzej liczbie obiektow w bardziej
zroznicowanych warunkach srodowiska. Geny modyfikujace ekspresje genow glownych
przywracania ptodnosci wykryto takze u linii megskosterylnych pszenicy z cytoplazma
Triticum timopheevi (Maan i in., 1984; Ma i Sorrells, 1995). Chen (1981) uwaza, ze meska
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nieptodno$¢ typu T u kukurydzy w zalezno$ci od tatwosci restoracji plodnosci mozna
podzieli¢ na trzy podtypy, z ktorych kazdy jest uwarunkowany inng liczbg genow Rf.

Poznanie zréznicowania posiadanych linii P pod wzgledem ich wplywu na poziom
przywrocenia meskiej ptodnosci mieszancéw umozliwia wlasciwe ich wykorzystanie w
programie hodowlanym. Linie uznane za tatwe do przywrocenia ptodnosci stanowity 14%
ogotu testowanych linii P. Linie te z powodzeniem mozna wykorzysta¢ do tworzenia
komponentéw matecznych mieszancow eksperymentalnych. Takie linie P sg szczego6lnie
cenne w przypadku, gdy hodowca dysponuje komponentami ojcowskimi czgsciowo
przywracajacymi meska ptodnos$é. Dobor komponentéw matecznych, uznanych za tatwe
do przywrécenia ptodnosci, pozwoli uzyska¢ mieszance o zadowalajacej, a nawet pelnej
ptodnosci. I odwrotnie, uzycie komponentdow matecznych trudnych do przywrdcenia
ptodnosci wigze si¢ z niebezpieczefistwem niewystarczajgcej plodnosci mieszancow,
zmniejszonym zawigzywaniem ziarniakow, a nawet zwigkszonym porazeniem sporyszem.
Natomiast linie trudne do przywrocenia ptodnosci, ktore stanowity 17,5% testowanych linii
P, moga by¢ wykorzystane bezposrednio jako testery lub postuzy¢ do utworzenia
meskosterylnych mieszancéw pojedynczych, bedacych testerami w programie hodowli
restorerow. Wyniki tych badan postuzyly do utworzenia takich meskosterylnych
mieszancOw z linii trudnych do przywrécenia plodnosci (CMS-Tt), ktore zostaty
wykorzystywane do testowania zdolnosci przywracania ptodnosci nowo wyprowadzanych
linii restorerow.

Ulepszenie zdolnos$ci przywracania ptodnosci u genotypoéw wyprowadzonych z euro-
pejskich populacji zyta utrudnia jego oligogeniczne dziedziczenie (Miedaner i in., 2000) i
zwigzany z tym duzy wplyw genotypu matecznego i warunkoéw srodowiska na fenotypowsa
ekspresje sterylnosci/ptodnos$ci roslin (Geiger i in., 1995; Geiger i Miedaner, 1996). Bardzo
waznym zadaniem w programie hodowli mieszancow jest wyprowadzenie restorerow
catkowicie przywracajacych ptodno$¢ mieszancom tworzonym z wszystkimi lub z
wigkszos$cia komponentéw matecznych. Zwigkszenie skutecznosci programu hodowli
takich restorer6w mozna osiagna¢ poprzez zastosowanie meskosterylnego testera trudnego
do przywrécenia ptodnosci oraz prowadzenie oceny ptodnosci mieszancoéw testowych w
warunkach §rodowiska sprzyjajacych sterylnosci.

WNIOSKI

1. Mieszance testowe zyta uzyskane poprzez krzyzowanie linii meskosterylnych
z restorerami bardzo roznity si¢ poziomem meskiej ptodnosci.

2. Stwierdzono duzy wplyw genotypu linii meskosterylnych z cytoplazma Pampa na
poziom plodnosci ich mieszancéw z restorerami wyprowadzonymi z hodowlanych
populacji zyta.

3. Znajomos$¢ zroznicowania linii meskosterylnych pod wzgledem wplywu na meska
ptodno$¢ mieszancéw stwarza mozliwo$¢ odpowiedniego ich wykorzystania w
programie hodowli mieszancow zyta, do identyfikacji efektywnych restoreréow lub
tworzenia ptodnych mieszancow eksperymentalnych.
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