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Efektywnos¢ markerow molekularnych SCAR
z chromosomu 4RL w selekcji genotypodw
meskoptodnych oraz ich zwigzek z wybranymi
cechami morfologicznymi
zyta (Secale cereale L.)

Efficiency of the SCAR markers from 4RL chromosome in selection of male fertile
genotypes and their relation to some morphological traits in rye (Secale cereale L.)

Celem prezentowanych badan bylo sprawdzenie efektywnosci znanych weze$niej z literatury oraz
nowo opracowanych markerow SCAR z chromosomu 4RL przy selekcjonowaniu megskoptodnych
genotypodw posiadajacych cytoplazme Pampa. Material badawczy stanowila populacja F2 mieszanca
pomigdzy meskosterylng linia wsobna 541P, a pojedyncza, losowo wybrana rosling z populacji
prymitywnego zyta iranskiego — IRAN IX. W pracy oceniono tez zwigzek pomiedzy ptodnoscia roslin,
a kilkoma cechami morfologicznymi mieszanca: liczba kloskow w klosie, dlugosciag klosa oraz
wysokoscig roslin, ale nie wykryto pomiedzy nimi silnych zaleznosci. Z czternastu testowanych
markeréw zmapowanych na dhugim ramieniu chromosomu 4R jedynie cztery ujawnily polimorfizm w
badanym materiale i utworzyly grupe sprzg¢zen. Skonstruowana w oparciu o segregacje tych markerow
mapa genetyczna obejmuje obszar 24cM, a wszystkie markery nalezace do tej grupy wykazuja
statystycznie istotny zwiazek z plodnoscig roslin badanego mieszanca. Najefektywniejszy przy
ewentualnym selekcjonowaniu genotypoéw meskoptodnych okazat si¢ marker SCP16M58. Srednio, w
badanej populacji rosliny posiadajace prazek markerowy zawigzywaty czterokrotnie wigcej ziaren pod
izolatorami w poréwnaniu do osobnikow bez prazka. Marker ten wykazywal rownoczesnie istotny
statystycznie zwigzek z Jocus kontrolujacym dlugo$¢ zdzbla, pomimo ze wspodiczynnik korelacji
miedzy ptodnoscia roslin, a ich wysokoscia nie osiagat w badanej populacji wysokich wartosci.

Stowa kluczowe: cytoplazmatyczna meska sterylnosc¢, cytoplazma Pampa, markery molekularne, zyto

The study aimed at a verification if previously published as well as newly developed SCAR markers
located on the 4RL chromosome can be efficient in selecting male fertile genotypes with the Pampa
cytoplasm. Research material constituted a F2 population developed after crossing the male sterile
inbred line 541 with a single randomly chosen plant from the IRAN IX population of primitive rye.
Correlations between male fertility and some morphological traits of plants i.e.: number of spikelets
per ear, length of ear and plant height were also examined but no strong dependences were detected.
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Only 4 out of 14 tested markers mapped on the long arm of 4R chromosome revealed polymorphism
between parental genotypes of the studied hybrid. These four SCAR markers formed one linkage group.
The constructed genetic map covered the distance of 24cM and all markers belonging to this linkage
group showed a statistically significant relation to male fertility of the studied individuals. The most
effective tool for selection of male fertile genotypes proved to be the SCP16M58 marker. On average,
in the analyzed population, seed set under bags was four times higher on plants with the marker band
vs. individuals without the band. This marker showed as well a significant relation to the locus
controlling plant height, although the correlation coefficient between male fertility of plants and their
height was rather low.

Key words: cytoplasmic male sterility, Pampa cytoplasm, molecular markers, rye
WSTEP

Znaczacy postep hodowlany, jaki zostal dokonany w europejskiej hodowli zyta na
przestrzeni ostatniego ¢wieréwiecza jest w duzym stopniu rezultatem wprowadzenia do
uprawy odmian mieszancowych (Geiger, 2007). Pierwsze odmiany mieszancowe zyta
zostaly zarejestrowane w Niemczech w potowie lat 80. XX wieku, a glowng zalety
decydujaca o ich wcigz rosngcej popularnosci jest wysoki potencjat plonotworczy
wynikajacy z wykorzystania efektu heterozji w stopniu pelniejszym niz to byto mozliwe w
tradycyjnych odmianach populacyjnych.

Od chwili zarejestrowania pierwszych odmian mieszancowych zyta ich produkcja
nasienna bazuje glownie na odkrytej przez Geigera i Schnella (1970) cytoplazmie
sterylizujacej typu Pampa (CMS-P). Utrzymanie meskiej sterylnosci u roslin z ta
cytoplazmg nie nastr¢cza wigkszych trudno$ci, a genotypy dopehniajace wystepuja
powszechnie we wszystkich europejskich populacjach hodowlanych (Geiger i Miedaner,
1996). Powaznym problemem w hodowli mieszancéw zyta z cytoplazma Pampa jest
natomiast skuteczne przywracanie plodnosci. Allele ptodno$ci wprowadzane sg do
genotypu mieszanca przez komponenty ojcowskie. Trudno$ci w znajdowaniu form
ojcowskich, ktore gwarantowatyby potomstwu wysoki efekt heterozji i jednoczesnie petna
zdolno$¢ do produkcji pytku, spowodowaly, iz wigkszo$¢ zarejestrowanych aktualnie
mieszancow pyli wyraznie stabiej niz odmiany populacyjne. Wedtug Geigera i Miedanera
(1996) czesciowa plodnos¢ odmian mieszancowych zyta otrzymywanych przy
wykorzystaniu cytoplazmy Pampa, przewaznie nie wplywa negatywnie na zawiazywanie
ziaren w klosie, ale niebezpiecznie zwigksza poziom porazenia przez sporysz (Claviceps
purpurea). Rozwiazanie tego problemu wymagato znalezienia zroédet gendow efektywnie
przywracajacych plodnos¢ pytku u roslin z CMS-Pampa. Zrodta takie zidentyfikowano
wsrod prymitywnych populacji zyta uprawnego pochodzacych z Ameryki Potudniowe;j i
Iranu (Geiger i Miedaner, 1996). Przeniesienie pojedynczych genéw pochodzacych z
populacji nieprzystosowanych do uprawy w warunkach intensywnej gospodarki rolnej do
elitarnych materiatéw hodowlanych jest procesem dtugotrwatym. Jego powodzenie zalezy
w duzym stopniu od skutecznego oddzielenia interesujacych nas loci od sprzezonych z
nimi gendéw determinujacych niekorzystne z agronomicznego punktu widzenia cechy.
Wedlug Miedanera i wsp. (2000) efektywne allele ptodnosci pochodzace z
poludniowoamerykanskiej populacji Pico Gentario zlokalizowane sg na dtugim ramieniu

140



Monika Kociuba ...

chromosomu 4R w bliskim sgsiedztwie genu warunkujacego wysoko$¢ roslin. W tym

samym obszarze genomu zyta zmapowany zostal rownie efektywny w przywracaniu

ptodnosci gen pochodzacy z iranskiej populacji o nazwie IRAN IX (Miedaner i in., 2000).

W celu usprawnienia procesu przenoszenia alleli ptodnosci pochodzacych z prymitywnych

form zyta do linii wsobnych wykorzystywanych przy tworzeniu odmian mieszancowych

opracowane zostaty markery molekularne SCAR sprzezone z tymi genami (Stracke i in.,

2003; Hackauf i in., 2009). Zestaw znanych markerow molekularnych niezbgdnych do

prowadzenia precyzyjnej hodowli z ich wykorzystaniem (ang. Marker Assisted Breeding)

mozna rozszerzy¢ siegajac po kolejne markery zlokalizowane na dlugim ramieniu
chromosomu 4R, ktorych zwigzek z genami kontrolujgcymi ptodno$é w systemie CMS-P
nie byl dotad badany.

Celem niniejszej pracy byla ocena meskiej ptodnosci oraz kilku majacych znaczenie
agronomiczne cech morfologicznych w populacji F> mieszanca mi¢edzy meskosterylng linig
wsobng z cytoplazma Pampa, a prymitywnym zytem IRAN IX bedacym zrodtem
efektywnych genow przywracajacych ptodnos¢ precikowia w systemie CMS-P. W oparciu
o dane fenotypowe oraz wyniki analiz PCR-SCAR podj¢to probe:

— zweryfikowania, ktore z opisanych wczeSniej markerow sprzezonych z locus
ptodnosci/sterylnosci (Stracke i in., 2003) mogg by¢ najbardziej przydatne w hodowli
mieszancow z cytoplazma Pampa,

— sprawdzenia czy zlokalizowane na dlugim ramieniu chromosomu 4R markery
(Stojatowski, 2007), ktorych wczes$niej nie wykorzystywano do badan nad zytem z
cytoplazmg P, moga zosta¢ uzyte do selekcjonowania genotypéw meskoptodnych.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowita populacja F, mieszanca otrzymanego po recznym
zapyleniu posiadajacej cytoplazme¢ Pampa meskosterylnej linii wsobnej 541P (Bi7)
pylkiem zebranym z losowo wybranej rosliny (oznaczonej numerem 269-4) pochodzacej z
populacji IRAN IX. Linia 541P jest meskosterylnym analogiem linii wsobnej 541, ktora
zostala wytworzona w macierzystej jednostce autoréw niniejszej pracy przez prof. M.
Lapinskiego i1 posiada zlozony rodowod (Lapinski i Stojatowski, 1996). Populacja
prymitywnego zyta iranskiego IRAN IX, bedaca zrodlem genow efektywnie
przywracajacych meska ptodnos¢ u roslin z cytoplazmg Pampa (Geiger i Miedaner, 1996)
zostata udostgpniona do badan przez prof. H.H. Geigera z Uniwersytetu Hohenheim
(Stuttgart, Niemcy). Sktadajace si¢ z 33 osobnikow pokolenie mieszanca F; rozszczepiato
si¢ na rosliny meskoplodne 1 meskosterylne. Nasiona populacji F2 uzyskano z 16 losowo
wybranych, zaizolowanych przed kwitnieniem ktoséw zebranych z ptodnych roslin F;.

Badana populacja F» liczagca 276 osobnikow zostata wysiana punktowo w rozstawie
20x20cm na terenie Hali Wegetacyjnej Akademii Rolniczej w Szczecinie w sezonie
2005/06. Z milodych roslin pobrane zostaly probki lisci do izolacji DNA. Przed
kwitnieniem na trzy ktosy kazdej sposrod 251 dobrze rozwinigtych roslin zostaty zatozone
izolatory z tomofanu. W czasie zniw zbierano tylko zaizolowane ktosy, a osadzanie ziaren
pod izolatorami bylo w do§wiadczeniu traktowane jako wskaznik ptodnosci roslin. Druga
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metoda oceny ptodnosci byly kilkukrotne obserwacje wzrokowe kwitnienia kazdego z
pojedynkow wykonane przy zastosowaniu 9-stopniowej skali bonitacyjnej Geigera i
Morgensterna (1975). Przed zbiorem dokonano pomiaréw wysokosci roslin, a po zbiorach
oceniono dlugos¢ klosow, liczbe ktoskow w klosie i liczbe ziaren w klosie. Osadzanie
ziaren okre$lano jako procentowy stosunek liczby zawigzanych ziarniakéw do liczby
kwiatkow w klosie. Ro$liny nie zawigzujagce w ogoéle ziaren w izolowanych ktosach
klasyfikowano jako meskosterylne, te ktore osadzaty ziarno na poziomie do 50% okreslano
jako czesciowo ptodne. Przy co najmniej 50% osadzaniu ziarna, ro$liny zaliczano do
kategorii m¢skoptodnych.

Ziarna uzyskane z cze$ciowo 1 w pelni ptodnych roslin pokolenia F, wysiano na
jednorzadkowych poletkach w sezonie 2007/08, a ptodnos¢ kazdego liczacego minimum
15 roslin potomstwa F3 oceniano wzrokowo w czasie kwitnienia i zaliczano do dwoch
kategorii: meskoptodnych (gdy wszystkie oceniane rosliny wykazywaty przynajmniej
czgsciowe objawy ptodnosci) oraz segregujacych (gdy w pokoleniu F3 obok roslin w petni
lub czegsciowo ptodnych pojawiaty si¢ rowniez ro$liny meskosterylne).

Ekstrakcje DNA z roslin badanej populacji wykonano przy zastosowaniu jedno-
etapowej metody wg Thomson 1 Henry’ego (1995). Warunki analiz PCR-SCAR zostaly
opisane w pracy Stojalowskiego i wsp. (2005), a jedyna modyfikacja dotyczyta sktadu
mieszaniny reakcyjnej 1 wynikata z uproszczonej metody izolacji DNA: zastosowano
zredukowang do poziomu 2—4 ng ilos¢ DNA i zmniejszong 5-krotnie ilo§¢ buforu PCR.
Przetestowano czternascie markerow SCAR zmapowanych na dlugim ramieniu
chromosomu 4R (Stracke i in., 2003; Stojatowski, 2007), sposrod ktorych tylko cztery
wykrywaly polimorfizm miedzy formami rodzicielskimi i segregowaty w pokoleniu F,
badanej populacji. Dwa sposrod nich: SCP16M58 i SCY09d znane byty jako markery
sprzgzone z genami kontrolujgcymi ptodnos¢ w CMS-Pampa (Stracke i in., 2003), dwa
pozostate (SCSz334L700 i SCSz1139L856) zostaty opracowane w Katedrze Genetyki i
Hodowli Ro$lin Akademii Rolniczej w Szczecinie (Stojatowski, Milczarski, dane nie-
publikowane) i nie byly dotad uzywane do badan nad zytem z tym typem cytoplazmy
sterylizujacej.

Dla danych z oceny fenotypowej roslin F» wyliczano $rednie arytmetyczne, odchylenia
standardowe oraz wspotczynniki korelacji pomigdzy badanymi cechami. Zgodnosé
obserwowanych segregacji ptodnosci/sterylnosci roslin oraz obecno$ci/braku prazkow
markerowych z zakladanymi modelami dziedziczenia sprawdzano testem Chi’. Mape
sprzezen markeréw molekularnych utworzono w programie JoinMap 3,0 (Van Ooijen i
Voorrips, 2001) przy LOD = 4,0. Identyfikacj¢ loci kontrolujacych oceniane cechy
fenotypowe (QTL-¢) przeprowadzono za pomocg programu MapQTL v.5,0 (Van Ooijen,
2004). Wartos¢ krytyczng dla krzywej LOD przy mapowaniu interwatowym (interval
mapping) dla kazdej z cech okreslono przy pomocy testu permutacji przy 1000
permutacjach. Dodatkowo przy mapowaniu QTL-i zastosowano nieparametryczny test
rangowy Kruskala-Wallisa pozwalajacy na okre$lenie zwigzku migdzy markerem
molekularnym i locus kontrolujacym dang ceche ilo§ciowa.
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WYNIKI

W obrebie badanej populacji F» obserwowano peten zakres zmiennosci pod wzgledem
fenotypowych objawow meskiej ptodnosci/sterylnosci. Liczebno$¢ roslin zaliczonych
wzrokowo do kategorii meskosterylnych (oceny od 1 do 3 w skali Geigera i Morgensterna)
1 w pelni meskoptodnych (od 7 do 9 w skali) byty bardzo zblizone (tab. 1).

Tabela 1
Wyniki oceny meskiej plodnosci/sterylnosci u pojedynczych roslin pokolenia F2 oraz potomstw
pokolenia F3 mieszanca 541P x IRAN IX 269-4
Results of male fertility/sterility assessment among individuals of the F2 population and F3 progenies
of the cross 541P x IRAN IX 269-4

. Zgodno$¢ z dwugenowym
1 Odchylenie LS 70
Metoda oceny . Fenotypy , . modelem dziedziczenia
Pokolenie Srednia |standardowe . .
Assessment . Phenotypes Conformity with the two-gene
Generation Mean | Standard . : 2)
method deviation inheritance model
MS | cp | MP Chi? | P
F, 98 53 100 5,14 2,70 2,26 0,20-0,10
Wzrokowa
Visual F segr. MP segr. MP segr. MP
; — — 30 3 79 17 2,52 0,20-0,10
Osadzanie ziaren  p 90 96 65 26,1 28,2 6,35 0,025-0,01

Seed set
D MS — mgskosterylne, male sterile; CP — czgsciowo ptodne; partially fertile; MP — mesko ptodne; male fertile;
segr. — rozszczepiajace sig; segregating

2 Objasnienia w tekscie. Details in the text

Roslin ocenionych jako cze$ciowo ptodne byto prawie o potowe mniej. Bimodalny rozktad
cechy z maksymalnymi liczebno$ciami roslin reprezentujacych skrajne kategorie
fenotypowe wskazuje na oligogeniczny charakter dziedziczenia meskiej sterylno$ci w
badanej populacji. Przy probie sformutowania hipotezy genetycznej tlumaczacej
dziedziczng kontrole ptodnosci roslin w badanej populacji wyrdzniano dwie gtdéwne klasy
fenotypowe, zaliczajac do form meskoptodnych rosliny w petni megskoptodne i czgsciowo
ptodne. Obserwowane stosunki rozszczepien zarowno w pokoleniu F,, jak i w F3 wskazuja,
ze przywracanie ptodnosci precikowia determinowane bylo przez geny z co najmnigj
dwodch niezaleznych Joci. Zadowalajacg zgodno$¢ obserwowanych —stosunkow
rozszczepien z teoretycznie oczekiwanymi uzyskano przyjmujac hipoteze, ze badana cecha
kontrolowana jest przez dwie pary niezaleznych, dominujgcych, komplementarnie
wspotdziatajacych genow, a rosliny meskoplodne posiadajg przynajmniej po jednym
dominujacym allelu w obu postulowanych /loci. Przy takich zatozeniach rozszczepienie na
formy meskoplodne i meskosterylne w pokoleniu F» powinno by¢ zgodne ze stosunkiem
9:7, a rozszczepienie na potomstwa meskoptodne 1 segregujace w pokoleniu Fs
(otrzymanym wylgcznie z megskoptodnych pojedynkow F») zgodne z proporcja 1:8. Dane
z wzrokowej oceny pylenia roslin z obu pokolen badanego mieszafca wykazujg zgodno$¢
z tymi zalozeniami (tab. 1). Rozszczepienia pod wzgledem ptodnosci uzyskane przy ocenie
osadzania ziaren pod izolatorami rdznig si¢ nieco od rezultatdw oceny wzrokowej i
wykazujg statystycznie istotne odchylenia od oczekiwan dla hipotezy o dwugenowe;j
kontroli przywracania plodnosci (tab. 1). Z drugiej strony korelacja pomiedzy obiema
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metodami oceny jest bardzo wysoka (tab. 3), a zakwalifikowanie ro$lin zawigzujacych
sladowe ilosci ziaren (ponizej 1%) do kategorii roslin meskosterylnych zamiast
meskoptodnych powoduje, Zze obserwowane odchylenia od oczekiwanego stosunku
rozszczepien 9:7 przestaja by¢ statystycznie istotne (szczegotowe dane nie zostaty ukazane
W pracy).

Szeroki zakres zmienno$ci zaobserwowano w obrgbie cech morfologicznych
ocenianych w pokoleniu F, mieszanca mi¢dzy linig 541P, a rosling z populacji IRAN IX
(tab. 2). Uzyskane rozktady wykazywaty zasadniczo zgodnos¢ z rozkladem normalnym
wskazujac na poligeniczny charakter dziedziczenia tych cech. Najsilniej skorelowanymi ze
sobg cechami, poza plodnoscig oceniang wzrokowo i osadzaniem ziarna, byta dtugosé
ktosa i liczba ktoskow w klosie (tab. 3). Obie cechy morfologiczne ktosa byty nieco stabiej,
ale wcigz istotnie, skorelowane z wysoko$cig ro$lin. Nie stwierdzono natomiast
znaczacych zalezno$ci miedzy cechami morfologicznymi, a ptodnoscia ro$lin.

Tabela 2
Cechy morfologiczne oceniane w populacji F2 mieszanca 541P x IRAN IX 269-4
Morphological characters evaluated among F2 population of the cross 541P x IRAN IX 269-4

Cecha Zg:f;égﬁizﬁozm Srednia Odchylenie standardowe
Trait - £ Mean Standard deviation
min. | max.
Llc'zba kloskow w ktosie 20,0 49.0 33.82 5.39
Spikelets number per ear
Dlugo$¢ klosa (cm)
Ear length (cm) 4,7 15,6 10,14 1,82
Wysokos¢ roslin (cm)
Plant height (cm) 97,0 198,0 1433 18,81
Tabela 3

Wspélezynniki korelacji pomiedzy cechami badanymi w populacji F2 mieszanca S41P xXIRAN IX 269-4
Correlation coefficients between characters evaluated among F2 population of the cross
541P x IRAN IX 269-4

Ocena wzrokowa
Cecha ptodnosci Osadzanie ziaren Wysokos¢ roslin Dtugos¢ klosa
Trait Visual scoring of Seed set Plant height Ear length
fertility

Liczba ktoskow w ktosie

Spikelets number per ear 0,15 0,13 0,50 0,73
gﬁ?‘??ﬁgéfosa 0,04 0,01 0,52

R

g;:giz?le ziaren 0.5

Wszystkie cztery segregujace w badanej populacji F» markery SCAR wykazywaty
dominujacy charakter dziedziczenia, ale rozszczepienia tylko jednego sposrod nich byty
zgodne z oczekiwang proporcja 3:1 (tab. 4). Marker ten oznaczony jako SCP16M58 byt
produktem amplifikacji fragmentu DNA wprowadzonego do mieszanca przez genotyp

144



Monika Kociuba ...

ros§liny ojcowskiej. Pozostale trzy markery bedace produktami charakterystycznymi dla
genotypu linii matecznej 541P segregowaly w badanej populacji w proporcjach
niezgodnych z oczekiwanymi dla cech dziedziczonych monogenicznie.

Tabela 4
Segregacje markeré6w SCAR oraz ich lokalizacja na mapie sprzezen populacji F2 mieszanca
541P x IRAN IX 269-4
Segregation data of SCAR markers and their localization on the linkage map of the F2 population
541P x IRAN IX 269-4

Pochodzenie produktu Stosunck 1 Prawdo- Pozycja na mapie
Marker amplifikacji . (oczekiwane . sprzezen
L . rozszczepien . podobienstwo o
Marker Origin of amplified Seorevation ratio | 0ZS7cZepienie 3:1) Probabilit Position on the
products greg (3:1 expected ratio) Y linkage map

SCP16M58 IRAN IX 269-4 179:74 24 0,1-0,3 0cM
SCSz334L700  541P 184:90 9,0 <0,01 13 cM
SCY09d 541P 187:89 7,7 <0,01 18 cM
SCSz1139L856 541P 180:95 134 <0,01 24 cM

Mapa sprzgzen utworzona przez cztery uzyte w pracy markery SCAR posiada catkowitg
dlugos¢ 24 cM i stanowi fragment dlugiego ramienia chromosomu 4R (tab. 4). W
bezposrednim sgsiedztwie markera SCP16MS58 zidentyfikowano na skonstruowanej mapie
genetycznej locus kontrolujacy przywracanie ptodnosci u roslin badanej populacji.
Niezaleznie od zastosowanej metody oceniania plodnos$ci/sterylnosci roslin (ocena
wzrokowa 1 osadzanie ziaren pod izolatorami) krzywa LOD otrzymana w trakcie
mapowania interwalowego wyraznie przekraczata w poblizu SCP16M58 poziom
statystycznej istotnosci (tab. 5).

Tabela 5
Wyniki mapowania loci kontrolujacych badane cechy fenotypowe
Interval mapping of analyzed phenotypic traits

Cecha Poziom istotnosci LOD VE ? Pozycja na mapie sprzezen®)

Trait Significance threshold max (%) Position on the linkage map?®)
Ocena wzrokowa plodnosci
Visual scoring of fertility 3,7 30,88 83,6 2 M
Osadzanie ziaren 6.5 10,10 204 0 cM
Seed set
ngzba ktoskow w ktosie 29 0.26 0.6 24cM
Spikelets number per ear
Dlugo$¢ klosa (cm)
Ear length (cm) 2,5 0,71 2,8 24 cM
Wysokos¢ roslin (cm) 33 255 6.4 0 cM

Plant height (cm)
Y Poziom istotnosci dla krzywej LOD okre$lony na podstawie testu permutacji; Significance threshold of LOD value
determined by permutation test

2 Wariancja tlumaczona efektem QTL; Variance explained by the QTL

3 Pozycja, w ktorej krzywa LOD osiaga warto$¢ maksymalng (LOD,ny); Position for the maximum level of the LOD curve
(LODumax)

Stosunkowo wysoka warto$¢ parametru LOD zaobserwowano w tym samym regionie
chromosomu 4RL przy analizowaniu danych dla wysokosci roslin, ale poziom
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statystycznej istotno$ci wyznaczony na podstawie testu permutacji nie zostat tu
przekroczony. W objetym mapowaniem interwalowym obszarze genomu zyta nie
stwierdzono obecnosci gendéw kontrolujacych pozostate dwie badane w do$wiadczeniu
cechy morfologiczne (tab. 5). Wyniki testu nieparametrycznego Kruskala-Wallisa
zasadniczo potwierdzaja rezultaty uzyskane w trakcie mapowania interwatowego. Marker
SCP16M58 wykazuje najsilniejszy zwigzek z ptodnos$cia/sterylnoscia i sposrod uzytych w
pracy markerow wydaje si¢ by¢ najbardziej przydatny do ewentualnych prac selekcyjnych.
Pozostate trzy markery sg slabiej zwigzane z cecha, ale nadal jest to zwigzek statystycznie
istotny, niezaleznie od zastosowanej metody oceny plodnosci roslin (tab. 6).

Tabela 6
Ocena sprzezen markerow molekularnych z loci badanych cech iloSciowych przy zastosowaniu
nieparametrycznego testu rangowego Kruskala-Wallisa
Assessment of linkage between the molecular markers and the analyzed quantitative trait /oci using the
nonparametric rank sum test of Kruskal-Wallis

Marker "

Cecha Marker "
Trait SCP16M58 SCSz334L.700 SCY09d SCSz1139L856
MOIEO] P [MOIFOT P [MOIFOT[ P [MOIFO] P

Ocena wzrokowa plodnosci
Visual scoring of fertility
Osadzanie ziaren (%)

Seed set (%)

Liczba ktoskow w ktosie
Spikelets number per ear
Dlugo$¢ klosa (cm)

Ear length (cm)

Wysokos¢ roslin (cm)
Plant height (cm)

D M — Srednia warto$é cechy u osobnikéw posiadajacych allel markera pochodzacy od linii matecznej (541P); Value of
the trait average across individuals representing allele of a given marker originating from the maternal line (541P)

F — Srednia warto$¢ cechy u osobnikéw posiadajacych allel markera pochodzacy od rosliny ojcowskiej (IRAN IX 269-4);
Value of the trait average across individuals representing allele of a given marker originating from the paternal plant (IRAN
IX 269-4)

(+) — Prazek markerowy obecny; Marker band present

(-) — Brak prazka markerowego; Marker band absent

P — Istotno$¢ roznic (prawdopodobienstwo); Significance of differences (probability)

2 ns — Réznice nieistotne statystycznie; Differences not significant

3,03 599 0,0001 496 563 005 495 565 005 491 567 0,05

8,12 33,73 0,0001 24,32 31,56 0,05 2427 31,26 0,05 23,66 32,01 0,05

33,78 33,75 ns? 34,00 33,35 ns? 3392 3342 ns? 3401 3330 ns?

10,40 10,28 ns? 10,55 991 =ns? 10,51 996 ns? 10,54 994 ns?

136,6 1452 0,005 143,1 1426 ns? 1430 142,6 ns? 1430 1426 ns?

Wyniki testu Kruskala-Wallisa wskazuja réwniez na statystycznie istotne sprz¢zenie
pomigedzy markerem SCP16MS58 i locus warunkujacym wysokos¢ roslin. Gen
zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 4R pochodzacy z prymitywnego zyta
iranskiego zwickszal wysoko$¢ roslin badanej populacji srednio o okoto 9cm (tab. 6).

DYSKUSJA

Na temat dziedzicznego podtoza przywracania ptodnosci u zyta z cytoplazmg Pampa,
ktore ma niewagtpliwie ztozony charakter, formutowano hipotezy zakltadajgce dziatanie
dwoch (Madej, 1976), trzech (Scoles i Evans, 1979) lub nawet czterech (Ruebenbauer i in.,
1984) niezaleznych par genow. Rozszczepienia na formy meskosterylne i ptodne
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obserwowane w pokoleniach F; i F3 mieszanca mi¢dzy linig 541P, a rosling IRAN IX 269-
4 sg zasadniczo zgodne z zatozeniem o dzialaniu gendw z dwoch niezaleznych loci, ale nie
mozna wykluczy¢, ze dziedziczne uwarunkowanie przywracania meskiej ptodnosci w
analizowanym materiale jest bardziej skomplikowane. Dotychczas przeprowadzone
badania z wykorzystaniem map genetycznych doprowadzity do zlokalizowania genow
przywracajacych meska ptodnosé w systemie CMS-P na pigciu chromosomach zyta, wsrod
ktorych najwieksze znaczenie miaty loci z chromosoméw 1RS i 4RL (Geiger i Miedaner,
1996; Miedaner i in., 2000). Ta ostatnia lokalizacja znalazta potwierdzenie w rezultatach
badan uzytego w niniejszej pracy mieszanca, dla ktorego zrodlem alleli ptodnosci byta
ojcowska forma IRAN IX 269-4. Mapowanie interwatowe, ktore wykonano w celu
okreslenia przypuszczalnej lokalizacji genu kontrolujacego ptodno$¢ w badanym materiale
dato zgodne rezultaty zardwno przy analizie danych z oceny wzrokowej jak i osadzania
ziaren pod izolatorami. Obie metody oceny daly zreszta wyniki wysoce istotnie
skorelowane ze sobg, a zaobserwowane niewielkie odstepstwa pomigdzy nimi wynikaly
prawdopodobnie z mniejszej doktadno$ci obserwacji wzrokowych oraz przypuszczalnej
aktywnosci alleli samoniezgodnos$ci pochodzacych z populacji IRAN IX, ktore mogty
uniemozliwia¢ zawigzywanie ziaren na drodze samozapylenia u niektorych roslin
wizualnie okreslonych jako pylace.

Zgodnie z zalozeniami sformutowanymi przez Geigera (1985) nowo tworzone kompo-
nenty ojcowskie dla odmian mieszancowych zyta powinny posiada¢ cytoplazme
sterylizujaca. Dzigki temu juz na wczesnych etapach hodowli mozliwe jest wstepne
okreslenie, jaka przyszle linie ojcowskie posiadaja zdolno$¢ do przywracania ptodnosci.
Niestety obfite pylenie homozygotycznych komponentow ojcowskich posiadajacych
sterylizujaca cytoplazme typu Pampa nie zawsze stanowi gwarancje skutecznego przy-
wracania ptodnosci u otrzymywanych z ich udziatem heterozygotycznych mieszancow.
Stopien przywrocenia ptodnosci w bardzo duzej mierze zalezy bowiem od alleli sterylno$ci
wprowadzanych przez komponent mateczny uzyty w czasie krzyzowania (Geiger i
Miedaner, 1996; Kolasinska, 2001). Trudno$ci w =znalezieniu wsrdd europejskich
materialow hodowlanych zyta genotypow o zadowalajacej efektywnosci w przywracaniu
ptodnosci u roélin z cytoplazma Pampa staty si¢ impulsem do poszukiwan tego rodzaju
form w obrebie populacji egzotycznych, pochodzacych z Ameryki Poludniowej i Bliskiego
Wschodu (Geiger i Miedaner, 1996). Zidentyfikowane w tych populacjach geny
przywracajace ptodnos¢ charakteryzuja si¢ duza efektywnos$cia, wyraznie lepszg od genow
pochodzacych ze zrodet o europejskich rodowodach, dotychczas stosowanych w hodowli
zyta. Plodno$¢ mieszancow otrzymywanych przy wykorzystaniu restorerow o
egzotycznym pochodzeniu w mniejszym stopniu zalezy od genotypu linii matecznej i
podlega mniejszym modyfikacjom pod wplywem dziatania czynnikéw srodowiskowych
(Geiger 1 Miedaner, 1996). Niestety jednak, przynajmniej w przypadku gendow
pochodzacych z poludniowoamerykanskiej populacji Pico Gentario, zaobserwowano
niekorzystne sprzezenie migdzy efektywnymi genami przywracajacymi ptodnos¢ pytku, a
genami wplywajacymi na zwiekszenie wysokosci roslin (Miedaner i in., 2000). Podobny
zwigzek miedzy genami warunkujagcymi wydluzenie zdzbta, a loci kontrolujacymi
ptodnos¢ precikowia wydaje si¢ wystgpowaé w obrgbie badanej w niniejszej pracy
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populacji IRAN IX. Bliskie sgsiedztwo gendéw pozadanych w hodowli oraz /loci
warunkujacych cechy niekorzystne z gospodarczego punktu widzenia stanowi dodatkowy
argument za poszukiwaniem markerow molekularnych pozwalajacych na jak
najprecyzyjniejszg selekcje pozadanych rekombinantow (Hackauf i in., 2009). Z drugiej
strony za korzystne zjawisko nalezy uzna¢ fakt, iz w obszarze dlugiego ramienia
chromosomu 4R, poza genami wptywajacymi na krzewienie (Borner i in., 2000) i pocho-
dzacymi z prymitywnych form zyta genami warunkujacymi wysoko$¢ roslin (Miedaner i
in., 2000), zasadniczo nie wykrywano dotad innych /oci dla waznych gospodarczo cech
(Borner i in., 2000; Milczarski i Masoj¢, 2003). Wydaje si¢ jednak, ze ewentualna obecnosé
w tym obszarze genomu zyta QTL-i o istotnym znaczeniu uzytkowym zalezy od
genotypoéw wybranych do krzyzowania i powinna by¢ kazdorazowo przedmiotem oceny,
szczegllnie przy wykorzystywaniu w hodowli materiatéw stabo zaadoptowanych do
warunkow wspotczesnego rolnictwa.

WNIOSKI

1. Na dlugim ramieniu chromosomu 4R zmapowano pochodzacy z ro$liny IRAN IX 269-4
locus silnego genu przywracajacego ptodnos¢ u roslin z cytoplazmg Pampa.

2. Wykazano znaczacg efektywnos$¢ markera SCP16M58 przy selekcjonowaniu genoty-
poéw meskoplodnych (czterokrotnie wyzsze zawigzywanie ziaren pod izolatorami), ale
marker ten wykazywatl jednoczesnie niekorzystne sprzezenie z locus zwigkszajacym
wysokos$¢ roslin u badanego mieszanca.
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