WYNIKI
z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2017 roku
Poszukiwanie wspélnych mechanizméw dziedziczenia plodnosci roslin z cytoplazma
CMS - C oraz z cytoplazmg CMS-Pampa

Temat badawczy 1

Precyzyjne okreslenie na mapach genetycznych lokalizacji gtownych gendow restorerowych dla obu
systemow CMS, identyfikacja gendw pobocznych, poréwnanie lokalizacji.

Wyniki (opisa¢)

Oceng plodnosci objeto tacznie 400 roslin odmian mieszancowych zyta. Najmniej licznie
reprezentowana byta odmiana Stach F1 — 24 genotypy poddane ocenie. U mieszanca Picasso
F1 fenotypowa ocena zostala wykonana dla 42 ro$lin, a 86 ze Skaltio F1. Ostatnie dwie
badane odmiany (Konto F1 i Bono F1) liczyly powyzej 100 osobnikéw. Zastosowano dwie
metody oceny plodnosci, ktore daty bardzo wysoce skorelowane rezultaty (tab.1)

W kazdej z odmian obecne byty rosliny w pelni meskosterylne (klasy 1-3 w skali Geigera i
Morgensterna) i czgsciowo ptodne (klasy 4-6). Roslin w petni megskoptodnych (klasy 7-9) nie
zidentyfikowano w 2017 roku u odmiany Konto F1 (tab.2). U pozostalych odmian rosliny
rosliny nalezace do tej kategorii byly obecne, ale ze zroznicowana czgstotliwoscia (tab.3).

Tabela 1 Wspotczynniki korelacji pomiedzy wynikami wzrokowej oceny pylenia roslin a ocena
Zawigzywania ziaren pod izolatorami

Nazwa odmiany Wspolezynnik korelacji
Picasso F1 0,73
Stach F1 0,85
Skaltio F1 0,80
Konto F1 0,70
Bono F1 0,64

Tabela 2 Wyniki oceny wzrokowej pylenia ro$lin odmian mieszancowych (wg skali Geigera i

Morgensterna)
Odmiana Meskosterylne CzeSciowo plodne Meskoplodne Suma
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Picasso F1 0 3 5 11 8 7 1 0 7 42
Stach F1 0 1 7 7 3 2 3 1 0 24
Skaltio F1 1 11 46 19 5 0 3 0 1 86
Konto F1 0 6 77 20 10 5 0 0 0 118
Bono F1 0 5 31 19 10 7 6 16 36 130
Ogotem 1 26 166 76 36 21 13 17 44 400

Okoto 17% badanej grupy roslin z odmiany Stach F1 wykazywalo objawy meskiej ptodnosci
(tab.3), ale nie byto wsrdd nich zadnej rosliny ocenionej w skali Geigera i Morgensterna na 9
(tab.2). Odmiana Picasso F1 charakteryzowatla si¢ zblizong do Stach F1 frekwencjg roslin
meskoptodnych (tab.3), z tg roznicg, ze byly to glownie rosliny wykazujace bardzo silne
objawy ptodnosci (tab.2). Najlepsze przywrocenie ptodnosci zaobserwowano u odmiany Bono
F1 — ponad 44% ro$lin meskoptodnych, wéréd ktérych wigkszos¢ byt zaliczana do klasy
fenotypowej roslin najsilniej pylacych.



Tabela 3 Procentowy udzial ro$lin meskosterylnych, czg¢$ciowo ptodnych i meskoptodnych w
badanych odmianach mieszancowych zyta.

Odmiana Meskosterylne Cze$ciowo plodne Meskoplodne
Picasso F1 19,05 61,90 19,05
Stach F1 33,33 50,00 16,67
Skaltio F1 67,44 27,91 4,65
Konto F1 70,34 29,66 0,00
Bono F1 27,69 27,69 44,62

Trzy odmiany mieszancowe zyta: Bono F1, Palazzo F1, Skaltio F1 poddano analizom
genotypowym. Na podstawie charakterystyk odmian podanych przez firmy hodowlane oraz
wilasnych obserwacji z lat 2016 i 2017, przyjeto zalozenie, ze dwie pierwsze posiadajg gtowny
gen restorerowy Rfpl, a ostatnia zawiera wylacznie geny poboczne.

Analizy DArTseq dostarczyly informacji o 96380 markerach DArTseq dla kazdej z trzech
badanych odmian. Uzyskane dane uzyto do scharakteryzowania struktury badanych populac;ji,
co stanowi wstepna analiz¢ przy mapowaniu asocjacyjnym. Analizy zmienno$ci
wewnatrzodmianowe] przeprowadzone w programie NTSYS wskazujg na brak wyraznego
zréznicowania o charakterze strukturalnym. Wskazniki podobienstwa genetycznego w obrebie
odmiany Bono F1 miescily si¢ w granicach 0,83-0,95 a utworzony dendrogram (ryc.1) nie
wskazuje na istnienie odrgbnych genetycznie wigkszych grup genotypow. Bardzo zblizony
zakres zmienno$ci genetycznej odnotowano dla Palazzo F1. Dla najbardziej odmiennych
genetycznie osobnikdw pochodzacych z tej odmiany oszacowano wskazniki podobienstwa
genetycznego na 0,8 a warto$¢ podobienstwa niektorych roslin osiggneta poziom maksymalny
- 1,0 (ryc.2). W odmianie Palazzo F1 rowniez nie zaobserwowano zrdéznicowania o
charakterze strukturanym. Trzecia z analizowanych odmian mieszancowych to Skaltio F1.
Wartosci wspotczynnikéw podobienstwa genetycznego w obrebie tej odmiany nie rdznity sig
znaczaco od tego co odnotowano dla odmian Bono F1 i Palazzo F1. Najnizsza warto$¢
wskaznika podobienstwa jaka zaobserwowano to 0,79, wartos¢ maksymalna to 1,0 (ryc.3).
Trzy ro$liny (Skaltio 072, 115 i 117) réznity si¢ do$¢ znacznie od wigkszosci badanych
genotypow (ryc.3), ale bylo ich zbyt mato, aby stwierdzi¢, ze w odmianie Skaltio F1 istnieje
zrdéznicowanie o charakterze strukturalnym.

Prace nad mapowaniem sprz¢zeniowym skoncentrowano w 2017 roku na poszukiwaniach
pobocznych genow kontrolujacych ptodnos¢ w cytoplazmie C. Wszystkie wytypowane i uzyte
do analiz genetycznych rosliny wykazywaty stosunkowo stabe objawy meskiej ptodnosci —
byly klasyfikowane jako czgsciowo plodne.

Wsrdéd uzytych markerow tylko jeden ujawniat polimorfizm miedzy liniami rodzicielskimi
mieszanca roznicujac jednoczesnie badane proby zbiorcze DNA roslin sterylnych i ptodnych.
Byt to marker COS o nazwie cX92 (ryc.4)
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Ryc.1 Dendrogram podobienstwa genetycznego ro$lin z odmiany Bono F1 skonstruowany metoda UPGMA
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Ryc.2 Dendrogram podobienstwa genetycznego ro$lin z odmiany Palazzo F1 skonstruowany metoda UPGMA
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Ryc.3 Dendrogram podobienstwa genetycznego roslin z odmiany Skaltio F1 skonstruowany metoda UPGMA



sterylne ptodne

Ryc. 4. Wyniki analiz BSA z uzyciem markera cX92

Marker ¢X92 uzyto do analiz pojedynczych osobnikoéw badanej populacji mapujgcej mieszanca
[544C x Ot0-20] (ryc.5). Uzyskane wyniki po potaczeniu z danymi fenotypowymi pozwolity na
wstepne okreslenie odleglosci genetycznej pomigdzy badanym markerem a poszukiwanym genem
Rfc2. Odlegtos¢ ta wynosi ponad 14cM.

Ryc.5 Segregacja markera cX92 w populacji mapujacej mieszanca [544C x Ot0-20]



Temat badawczy 2

Identyfikacja mitochondrialnych czynnikdw wywotujacych meska sterylno$¢ w cytoplazmie
Pampa i poréwnanie ich z genetycznymi determinantami warunkujacymi meska nieplodnos¢ w
cytoplazmie CMS-C.

Wyniki

Analizy PCR pozwalajace na weryfikacje poprawnosci wynikow analiz bioinformatycznych
zainicjowano w 2016 roku uzyskujac wstepnie wyniki w pelni zgodne z oczekiwaniami na obszarze
ok. 6Kb. Kontynuacja prac, w wyniku ktorych weryfikacja objeto kolejne ok. 60Kb genomu
mitochondrialnego ujawnila szereg niezgodno$ci (tab.4). We wszystkich przypadkach analiz
zestawionych w tabeli 4 nie uzyskano zadnych produktéw amplifikacji, co uniemozliwito weryfikacje
niezgodnosci na drodze dodatkowych sekwencjonowan.

Tabela 4. Zestawienie analiz PCR wskazujacych na brak zgodnosci sekwencji DNA kontigow z
fizyczng sekwencjg mtDNA .

Analiza (kontig) Pozycja startera F Pozycja startera R Dlugos¢ fragmentu
(nt) (nt) mtDNA
zweryfikowanego
negatywnie
Contig 1C_04 32213 33196 1858 nt
Contig 1C_04 33107 34071
Contig 1C_05 37590 38545 955 nt
Contig 1C_05 43503 44485 982 nt
Contig 1C_06 58111 59068 1831 nt
Contig 1C_06 58989 59942
Contig 1C_07 62472 63426 954 nt
Contig 1C_07 64109 65080 971 nt

W niemal wszystkich przypadkach, gdy amplifikacja produktéw zachodzila zgodnie z
oczekiwaniami, nie obserwowano réznic migdzy badanymi cytoplazmami zyta (ryc.7). Jedynym
wyjatkiem byt produkt PCR o nazwie c40992 (ryc.7). Startery do amplifikacji tego produktu
zaprojektowano w oparciu o kontig ztozony z fragmentow sekwencji cytoplazmy CMS-C, a jego
oczekiwana dlugos¢ wynosita 967nt. Produkt PCR o tej dlugsci uzyskano, ale tylko przy obecnosci
DNA linii 541C. W cytoplazmach N i CMS-Pampa produkty PCR réwniez powstawaly, ale miaty
wielko$¢ okoto 700nt (wielko$¢ oszacowano w oparciu o drabinke fragmentow DNA — Wz).

Analizy PCR tego produktu w obrebie réznych linii zyta (ryc.8) wskazuja, ze c40992
wystepuje w oczekiwanej wielkosci produktu u genotypdéw zyta posiadajacych cytoplazme Vavilovii
(do tego typu naleza zroédta CMS-C i CMS-G). Produkt o identycznej wielkosci pojawit si¢ tez w
probach z DNA dzikiego zyta gorskiego (Secale montanum), ale nie byto go w Secale vavilovii, ani w
dwoch probach z pszenzytem i pszenicg (ryc.8).
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Ryc.7. Produkty amplifikacji otrzymane dla r6znych cytoplazm zyta w analizach PCR wykorzystujacych startery zaprojektowane w oparciu o sekwencje otrzymanych
najdtuzszych kontigow.
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Ryc.8. Polimorfizm mtDNA w liniach zyta ujawniony w wyniku amplifikacji produktu PCR ¢40992.



Asemblacja i adnotacja mtDNA linii 541N

W wyniku asemblacji program NOVOPlasty ztozyl odczyty sekwencyjne tej linii w 51 kontigow.
Rozmiar najdtuzszego kontigu wynosit 95 267 bp, natomiast najkrotszego — 487 bp. Na podstawie
uzyskanych kontigéw program ztozyt 98 alternatywnych wersji genomu mitochondrialnego (tab. 5).
Rozmiar najdtuzszego ztozenia wynosit 219 339 bp, natomiast najkrotszego — 86 455 bp.

Tabela 5. Dhugosci ztozen genomu mitochondrialnego linii 541N.

219339, 214069, 213036, 211818, 211026, 210483, 209265, 208473, 206917, 204364, 201711
200493, 200313, 199701, 197940, 197872, 197623, 197148, 196831, 195592, 194114, 193068
193039, 192658, 192276, 191947, 191866, 191561, 190186, 189699, 189394, 189310, 188959
Dhugosé 188518, 188167, 186757, 186298, 185965, 185506, 185201, 184409, 184345, 183553, 182789,
[bp] 182648, 182178, 181856, 181792, 181743, 181386, 181000, 180951, 180541, 179625, 178833
178069, 177985, 177193, 176842, 175432, 175364, 174640, 173197, 173084, 173020, 172228
171323, 170853, 170560, 170531, 170467, 170061, 169768, 169675, 168300, 167508, 166451
165659, 165595, 164803, 164039, 163428, 162636, 159235, 158443, 154334, 154270, 153478
152103, 151311, 130849, 122689, 119524, 112128, 108341, 97780, 97016, 86455

Do dalszych analiz wybrano zlozenie najdluzsze oraz najdtuzsze (214 069 bp) sposrod
czterech zlozen zawierajacych sekwencje genow cox3, rpl5, cob, rrn26-p, orfl73 oraz nad7 —
nieobecnych w najwigkszym zlozeniu.

W wyniku adnotacji, sposrod 59 genow mitochondrialnych wystepujacych u pszenicy, 40
odnaleziono w obrebie wybranych ztozen linii 541N (tab. 6). Nie udato si¢ zadnotowac tacznie 19
gendéw — nad2, trnA, rpll6, rps3, trnY, orf349, rps2, trnD, cox2, rpsl2, nad3, trnS-1, trnS-3, trnF,
trnS-2, rpsl19-p, trnN, trnl oraz trnM. Sposrod tej puli pigciu gendw — trnA, trnS-1, trnS-2, trnS-3 oraz
trnF — nie wykryto nie tylko w obrebie wybranych zlozen, ale réwniez w zadnym sposrod 51
wygenerowanych kontigow.

Tabela 6. Lista sekwencji kodujacych (gendéw badz ich fragmentdow) zadnotowanych w obrebie wybranych
ztozen genomu mitochondrialnego linii 541N.

Rozmiar

Zlozenia [bp] Sekwencje kodujgce

atpl, atp9, nadl, rpsl3, atp6, trnE, nad5, matR, rpsl, ccmFN, trnC, ccmFC, orf359, nad4,
219 339 ccmC, trnK, cecmB, atp4, nad9, coxl, trnQ, rps4, nade6, rpl2-p, trnfM, rrnl8, trnP, mttB, atp8,
rrn26, rps7, rrn5, nad4l, trnW

atpl, atp9, nadl, rps13, cox3, rpl5, nad5, matR, rpsl, ccmFN, cob, nad4, rrn26-p, orfl73,

214 069 nad9, cox1, nad6, rpl2-p, trnfM, rrn18, trnP, mttB, atp8, rr26, rps7, rrb5, nad7, nad4L

Sposréd  zidentyfikowanych sekwencji  kodujacych 27 stanowily kompletne geny
niepodzielone, z ktorych 6 wystepowato w dwoch roznych lokalizacjach w obrebie danego ztozenia
(tab. 7, ryc. 9).
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Tabela 7. Lista genéw niepodzielonych
zadnotowanych w obrebie wybranych zlozen
genomu mitochondrialnego linii 541N z
zaznaczeniem liczby kopii.

Z}ozenia
[bp]
219 339 214 069
Gen | Liczba kopii| Gen | Liczba kopii
atpl 1 atpl 1
atp4 1 atp8 1
atp9 1 atp9 1
ccmB 1 ccmFN 1
ccmFN 1 coxl 1
matR 1 cox3 1
mttB 1 matR 1
rpl2-p 1 mttB 1
rpsl 1 rpl2-p 1
rpsi3 1 rpl5 1
rps4 2 rpsl 1
rps7 1 rps13 1
rrl8 2 rps7 2
rrn5 2 rrl8 1
trnC 1 rmz26 1
trnE 1 rmz26-p 1
trnfM 2 rmm5 1
trnK 1 trnfM 1
trnP 1 trnP 1
trnQ 2
trnW 1

Adnotacja wykazata obecnos¢ trzech kompletnych genow podzielonych. Nie stwierdzono
wystepowania tych gendw w wiecej niz jednej lokalizacji danego ztozenia (tab. 8, ryc. 9).

Tabela 8. Lista gendéw podzielonych zadnotowanych w obrebie wybranych ztozen
genomu mitochondrialnego linii 541N z zaznaczeniem liczby kopii.

Z}ozenia
[bp]
219 339 214 069
Gen Liczba fmgfnentow Liczba kopii | Gen Liczba fragfnentow Liczba kopii
(egzonow) (egzonow)
ccmFc 2 1 nadl 5 1
nadl 5 1 nad6 2 1
nad6 2 1

11
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Ryc. 9. Graficzna prezentacja wybranych ztozen genomu mitochondrialnego linii 541N. Kolorem niebieskim
oznaczono geny kodujace biatka, kolorem zielonym — geny kodujace rRNA, kolorem czerwonym — geny
kodujace tRNA. W centralnej czesci ryciny znacznikami taSmowymi wyrdzniono zduplikowane sekwencje
kodujace.
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Asemblacja i adnotacja mtDNA linii 541C

W wyniku asemblacji program NOVOPlasty ztozyt odczyty sekwencyjne tej linii w 33 kontigi.
Rozmiar najdtuzszego kontigu wynosit 72 753 bp, natomiast najkrotszego — 374 bp. Na podstawie
uzyskanych kontigéw program ztozyt 65 alternatywnych wersji genomu mitochondrialnego (tab. 9).
Najdtuzsze ztozenie genomu wynosito 405 527 bp, natomiast najkrotsze — 110 612 bp.

Tabela 9. Dlugosci ztozen genomu mitochondrialnego linii 541C.

Dhugos¢
[op]

405527, 404404, 404404, 404404, 382523, 381365, 381365, 381365, 381321, 374900, 372291
372258, 368286, 364841, 355262, 354277, 354104, 354099, 351861, 351817, 350832, 350654,
349219, 346232, 345074, 345069, 344303, 342787, 341624, 341596, 335833, 321958, 321264,
318557, 318513, 312928, 312794, 309483, 306329, 296270, 285533, 283290, 282261, 282088
282083, 276503, 273058, 273053, 273025, 256029, 249986, 246999, 245970, 241958, 238513
222725, 221987, 218919, 215474, 213695, 212957, 169942, 146903, 119642, 110612

Najdtuzsze zlozenie zostato otrzymane z 17 kontigow. Miato ono posta¢ jednej duzej

czasteczki

36 481 bp.

o wielkosci 356 996 bp oraz dwdoch mniejszych o dtugosciach wynoszacych 12 050 oraz

W wyniku adnotacji, sposréd 59 gendéw mitochondrialnych wystepujacych u pszenicy, 53
odnaleziono w obrebie zlozonych czasteczek zyta (tab. 10). Nie udato si¢ zadnotowac tacznie 6 genéw
— rpl2-p, trnF, trnS-3, trnW, rpl5 oraz trnA. Sposrdd tej puli geny rpl5 oraz trnA nie wystgpuja nie
tylko w obrgbie wybranego ztozenia, ale rowniez w zadnym sposrod 33 wygenerowanych kontigow.

Tabela 10. Lista sekwencji kodujacych (genow badz ich fragmentow) zadnotowanych w obrebie najdtuzszego
ztozenia genomu mitochondrialnego linii 541C.
Rozmiar
zlozenia Sekwencje kodujgce
[bp]
nad2, nadl, rpsl3, atp6, trnE, cox3, nad5, matR, rpsl, ccmFN, cob, rpll6, rps3, trnC, ccmFC,
356 996 orf359, nad4, ccmC, rrn26-p, ccmB, atp4, orfl73, trnY, nad9, orf349, rps2, trnD, cox2, trnQ,
rps4, nad6, trnfM, rrnl8, atp8, rpsl2, nad3, trnS-1, rrn26, rps7, rrn5, trnS-2, nad7, nad4L,
rps19-p, trnN, trnl, trnM
36 481 atpl, atp9, nadl, cob, trnK, cox1, trnP, mttB, atp8
12 050 nad2, trnY, nad9, orf349, rps2, trnD

Sposréd  zidentyfikowanych sekwencji  kodujacych 39 stanowity kompletne geny
niepodzielone, z ktorych 11 wystepowalo w co najmniej dwoch roéznych lokalizacjach w obrebie
najdluzszej czasteczki (tab. 11, ryc. 10).
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Tabela 11. Lista genéw niepodzielonych zadnotowanych w obrebie
najdtuzszego ztozenia genomu mitochondrialnego linii 541C z
zaznaczeniem liczby kopii.

Zlozenia

[bp]

356 996 36 481 12 050

Gen | Liczba kopii | Gen | Liczba kopii | Gen | Liczba kopii

atp4 1 coxl 1 nad9 1

ccmB atpl orf349

ccmC atp8 rps2

ccmFN atp9 trnD

1
1
1
1

cox3 mttB trnY

matR trnK

1
1
1
1
1
1

nad3 trnP

nad4L

nad9

orfl73

orf349

rpll6

rpsl

rpsl2

rpsi9-p

rps2
rps4
rps7
rrl8
rrm26
rmz26-p
rrn5
trnC
trnD
trnE
trnfM
trnl
trnM
trnN
trnQ
trnS-1
trnS-2
trnY

N R R G A N R N N N N S R R R N S S R R R R S R N A

Adnotacja najdtuzszej czasteczki wykazata obecno$¢ pigciu kompletnych genow
podzielonych. Sposrod nich jeden — rps3 — wystgpowat w dwodch roéznych lokalizacjach w obrebie tej
czgsteczki. Kopie tego genu roznity sie jednak liczba fragmentow sktadowych (tab. 12, ryc. 7).
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Tabela 12, Lista gendéw  podzielonych
zadnotowanych w obrebie duzej czasteczki
najdtuzszego ztozenia genomu mitochondrialnego
linii 541C z zaznaczeniem liczby Kkopii.

Gen Licz‘z:gfzr:f(;lvlsntéw Liczba kopii
ccmFC 2 1
nad4 4 1
nad7 5 1
cox2 2 1
rps3 3 2
4
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Ryc. 10. Graficzna prezentacja najdluzszego zlozenia genomu mitochondrialnego linii 541C. Kolorem
niebieskim oznaczono geny kodujace biatka, kolorem zielonym — geny kodujace rRNA, kolorem czerwonym —
geny kodujace tRNA. W centralnej czesci ryciny znacznikami tasmowymi wyrozniono zduplikowane sekwencje

kodujace.
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Asemblacja i adnotacja mtDNA linii 541P

Program NOVOPIlasty ztozyt odczyty sekwencyjne tej linii w 49 kontigdéw. Rozmiar najdluzszego
kontigu wynosit 54 097 bp, natomiast najkrotszego — 316 bp. Na podstawie uzyskanych kontigéw
program ztozyt 64 alternatywne wersje genomu mitochondrialnego (tab. 13). Sposrod otrzymanych
ztozen trzy najwicksze miaty te sama dlugo$¢ wynoszaca 355 735 bp. Najkrotsze zlozenie miato
rozmiar 28 095 bp.

Tabela 13. Dlugosci ztozen genomu mitochondrialnego linii 541P.

355735, 355735, 355735, 355513, 355513, 355513, 340812, 340812, 340812, 340791, 340791,
322066, 322066, 322066, 322045, 322045, 307230, 307230, 307230, 307209, 307209, 296164,
Dlugo$¢ | 288484, 288484, 288484, 288463, 288463, 283390, 283168, 277418, 270548, 270326, 268467,

[bp] 268417, 268417, 268396, 262582, 255604, 249721, 243836, 238763, 238541, 236858, 234885,
223819, 223769, 222022, 216139, 214455, 214455, 214434, 205073, 203276, 198203, 197981,
190237, 183209, 171491, 169807, 153555, 153333, 129247, 89368, 28095

Sposréd trzech najdluzszych zlozen dwa skladaty si¢ z tych samych kontigow, ale
polaczonych ze soba w roznej konfiguracji. Trzecie ztozenie miato nieco odmienny sktad kontigow i
zostato wybrane do dalszych analiz. Dodatkowo, analizom poddano ztozenie o dtugosci 205 073 bp,
ktore posiadato najmniejszg liczbe genow wspodlnych z wybranym najdluzszym ztozeniem oraz
dodatkowo posiadato gen rpl2-p, ktérego obecnos$ci nie stwierdzono w najdhuzszym ztozeniu.

W wyniku adnotacji, sposrod 59 genow mitochondrialnych wystepujacych u pszenicy, 50
zostato zidentyfikowanych w obrebie wybranych ztozen linii 541P (tab. 14). Nie udato si¢ zadnotowac
tacznie dziewigciu gendow — rpl5, trnA, trnK, trnF, trnS-3, nad4L, trnW, rps19-p oraz trnN. Sposrdd tej
puli siedmiu genow — rpl5, trnA, trnK, trnF, trnS-3, nad4L oraz trnW — nie wykryto nie tylko w
obrgbie wybranych zlozen, ale rowniez w zadnym sposrod 49 wygenerowanych kontigow.

Tabela 14. Lista sekwencji kodujacych (gendéw badz ich fragmentéw) zadnotowanych w obrgbie wybranych
ztozen genomu mitochondrialnego linii 541P.

Rozmiar
zlozenia Sekwencje kodujgce
[bp]

nad2, atpl, atp9, nadl, rpsl3, atp6, trnkE, cox3, nad5, matR, rpsl, ccmFN, cob, rpl16, rps3,

355 735 trnC, ccmFC, orf359, nad4, ccmC, rr26-p, ccmB, atp4, orfl73, trnY, nad9, orf349, rps2, trnD,
cox2, cox1, trnQ, rps4, nad6, trnfM, rrnl8, trnP, mttB, atp8, rps12, nad3, trnS-1, rrn26, rps7,
rrn5, trnS-2, nad?, trnl, trnM

205 073 atpl, atp9, nadl, atp6, nad5, matR, rpsl, ccmFN, cob, ccmC, ccmB, atp4, orf173, cox2, trnQ,
rps4, nad6, rpl2-p, trnfM, rrn18, trnP, mttB, rps12, nad3, trnS-1, rrn26, rrn5

Sposréd  zidentyfikowanych sekwencji  kodujacych 38 stanowily kompletne geny
niepodzielone, z ktérych 13 wystepowato w co najmniej dwoch roznych lokalizacjach danego ztozenia
(tab. 15, ryc. 8).
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Tabela 15. Lista genow niepodzielonych zadnotowanych w obrgbie wybranych ztozen genomu
mitochondrialnego linii 541P z zaznaczeniem liczby kopii.

Zlozenia
[bp]
355735 205 073
Gen | Liczba kopii | Gen | Liczba kopii
atpl 1 atpl 1
atp4 1 atpd 1
atp9 1 atp9 1
ccmB 1 ccmB 1
ccmC 2 ccmC 2
ccmFN 1 ccmFN 1
coxl 1 matR 1
cox3 1 mttB 1
matR 1 nad3 1
mttB 1 nadé 1
nad3 2 rpl2-p 1
nad9 2 rpsl 1
orfl73 1 rpsl2 1
orf349 2 rpsd 2
rpll6 1 rrmls8 3
rpsl 1 rrn5 3
rpsl2 2 trnfM 3
rpsl3 1 trnP 1
rps2 2 trnQ 1
rps4 2 trnS-1 1
rps7 1
rrl8 3
rr26 1
rr26-p 1
rrn5 3
trnC 2
trnD 2
trnE 2
trnfM 4
trnl 1
trnM 1
trnP 1
trnQ 1
trnS-1 1
trnS-2 1
trnY 1

Adnotacja wykazala takze obecno$¢ pieciu kompletnych gendow podzielonych. Sposrod nich
jeden — ccmFC — wystepowat w dwoch roznych lokalizacjach w obrebie najdiuzszego ztozenia (tab.
16, ryc. 11).
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Tabela 16. Lista genéw podzielonych zadnotowanych w obrebie wybranych ztozen genomu mitochondrialnego
linii 541P z zaznaczeniem liczby kopii.

Z}ozenia [bp]

355 735

205 073

Liczba Liczba
Gen fragmentéw | Liczba kopii Gen fragmentow Liczba kopii
(egzondéw) (egzonow)
ccmFC 2 nad5 4 1
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Ryc. 11. Graficzna prezentacja wybranych zlozen genomu mitochondrialnego linii 541P. Kolorem niebieskim
oznaczono geny kodujace biatka, kolorem zielonym — geny kodujace rRNA, kolorem czerwonym — geny
kodujace tRNA. W centralnej czesci ryciny znacznikami tasmowymi wyrdzniono zduplikowane sekwencje

kodujace.
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Identyfikacja SNPOw roéznicujacych mtDNA poszezegolnych cytoplazm

W badanym zestawie linii udato si¢ zidentyfikowaé tgcznie 28 SNPoOw, sposrod ktorych 15
znajdowato si¢ w miejscach rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjne (tab. 17). Wszystkie
otrzymane markery SNP roznicowaty linie¢ 541P w stosunku do linii 541N i 541C, pomiedzy ktéorymi

nie wykryto punktowych réznic sekwencyjnych.

20

e M
camC

T

490 (1611955

™s4_1-1074

0,
2 Ligy



Tabela 17. Zidentyfikowane polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP). ,,+”” — obecnosé SNPu w miejscu
rozpoznawanym przez enzym restrykcyjny.

Wariant dla
Identyfikator* 7liwos¢ ii pznicui
yh 541N 541C 541P Mozliwos¢ konwersji Roéznicujace enzymy
w marker CAPS restrykcyjne
541C1_17606 T T C - -

Aeul, Agll, Ahal, Ajnl, Aorl,

ApaORI, Apyl, Asell,

AsuC2I, BeiBll, Benl,

Bco271, Bfll, Bptl, BsaOl,

Bsc1071, Bsc4l, Bsel6l,

Bsel7l, Bse24l, BseBl,

BseLl, BseX3l, Bsh1285l,

BshGl, BsiEl, BsilLl, BsiSl,

BsiYl, Bsll, BspNlI, Bst100l,

Bstll, Bst2l, Bst2UI, Bst38l,

Bst40l, BstM61, BstMCl,
541C1_58974 C C T + BstNI, BstOl, BstZI, BsuFl,

BthDI, BthEl, Caull, Cbol,

Cbrl, Cthll, Eagl, EclXI,

Eco1831I, Eco52l, EcoHl,

EcoRlII, Fsp1604l1, Hapll,

HgiS22l, Hin2l, Hpall,

Kpn49kll, Mcrl, Mgl144811,

Mnol, Mspl, Mval, Ncil,

Pdel371, Pspél, PspGl,

SenPT16l, Slel, Snil, Ssll,

SspAl, Sth1171, Sth134l,

TagXl, Xmalll, Zanl
541C1_65730 TC TC GA - -
541C1 65916 | CGAGTCT | CGAGTCT | AGACTCG - -
541C1 70049 G G T Dral, Msel, Srul
541C1_71386 A A C Hpy188I

CviRI, HpyCHA4V,
541C1_72205 T T G + HpyFA44111

Acsl, Apol, Fsil, Msel,
541C1_123735 A A C + Trull, Trudl, Xapl
541C1_124365 T T A - -
541C1_140153 T T G + Msel, Trull, Tru9l
541C1 208114 G G A - -
541C1_208126 G G T - -
541C1 208141 T T C + BstDEI, BstJZ3011, Ddel
541C1_208147 A A G - -
541C1_208168 G G A - -

Acsl, Apol, Fsil, Sse9l, Tasl,
541C1_208180 | GGATAA | GGATAA | ATTTAG + Tsp5091, TspEl, Xapl
541C1_208204 G G T - -
541C1_208231 G G A - -

Acrll, AspAl, Bse64l,

BseT10I, BseT9l, BsiKI,

BstEIl, BstPI, BstT10l,
541C1 208237 A A G + BstT9l, Ecal, Ecil25I,

Eco91l, Eco0128l,

Eco0O651, Maelll, NspSAll,

PspEl,

CviRI, HpyCH4V,
541C1_208246 A A T + HpyFa41ll

BanAl, BecAll, Bfig9l,
541C1_208280 G G T + Bim191l, Bme361l, BseQl,

BshFI, Bshl, Bsp211l,
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BspANI, BspBRI, BspKl,
BspRI, BsuRl, Btel, Cfrl,
Cltl, CviJl, CviTl, Dsall,
Eael, EcoHK31I, EsaBC4l,
FnuDlI, Haelll, MchAll,
MfoAl, NgoPIl, NspLKI,
Pall, Pde133l, PfIKI, Phol,
Plal, Sbvl, Sfal, Sual

Acsl, Apol, Asp700I,
BbvAl, Fsil, MroXI, Msel,

541C1 208296 CT CT AA + Pdml, Trull, Truol, Xapl,
Xmnl

541C1 208304 T T c + Bfl, Fol, FspBI, Mel, MhZlI,

- Rml, Xspl

541C1 208486 GA GA G - -

541C1 208492 A A G - -

541C1 232928 T T G + HaelV
Bca771, Bco271, Betl,
BsaWI, BsiSl, Bst40l,

541C1 248112 A A G + BsuFI, Cbol, Hapll, Hin2l,
Hpall, Mnol, Mspl, Pde137I,
Sth134l1

541C1 289135 C C A — —

* wskazujacy pozycj¢ danego SNPu w sekwencji referencyjne;j

Temat badawczy 3

Okreslenie frekwencji alleli ptodnosci dla cytoplazmy C i P w populacjach zyta ozimego.

Wyniki

W roku 2017 oceniono meska ptodno$¢ 1068 roslin mieszancowych pochodzacych z zapylenia
meskosterylnych wersji linii 541 z cytoplazmami C i P pylkiem pochodzacym z europejskich
populacji zyta. W przyblizeniu potowe przebadanych osobnikoéw stanowily rosliny z cytoplazma
Pampa i CMS-C (tab. 18). Rosliny wykazujace objawy bardzo glebokiej sterylnosci (1 w skali Gegera
i Morgensterna) nie pojawialy si¢, gdy obecna byta cytoplazma C, natomiast zidentyfikowano 8 takich
roslin z cytoplazma Pampa (pojedyncze rosliny obecne byly w kazdej z pieciu badanych populacji).

Mieszance z cytoplazma Pampa, niezaleznie od pochodzenia populacji zapylajace;,
charakteryzowaly si¢ bardzo duzym udziatem roslin meskosterylnych ocenianych w skali Geigera i
Morgensterna na 2-3. Udziat roslin meskosterylnych w mieszancach z cytoplazmg Pampa miescit si¢
w granicach od okoto 80% (polska populacja Szk.104) do ponad 95% (polska populacja Szk.101 i
Landsorte K9538 wywodzaca sie z bylej Jugostawii) (tab.19). Frekwencja roslin meskoptodnych
(oceny 7-9 w skali Geigera i Morgensterna) u mieszancow z cytoplazma Pampa byta na bardzo niskim
poziomie — od 0 do 2,5%, z wyjatkiem mieszancow z populacja Szk.104, ale tutaj rowniez
odnotowana warto$¢ nie osiagnela 10%. Mieszance z cytoplazmg C charakteryzowaly si¢ we
wszystkich badanych kombinacjach krzyzowan dominujacym udziatem roslin meskoptodnych (tab.9),
ale z jednym wyjatkiem: udziat roslin meskoplodnych w mieszancach linii 541C z jugostowianska
populacja Landsorte K9538 wynosit okolo 40%. W przypadku tego mieszanca grupa ro$lin
meskoptodnych wciaz byta najliczniejsza wérod trzech klas fenotypowych (MS, CP i MP), ale mniej
niz potowa roslin nalezata do tej kategorii (tab.19). Rosliny cze$ciowo ptodne (CP), tj. klasyfikowane
w zakresie od 4 do 6 w skali Geigera i Morgensterna, stanowity najmniej liczng kategori¢ fenotypowa,
niezaleznie od rodzaju cytoplazmy sterylizujace;.

Tabela 18 Ptodnos¢ mieszancéw miedzy meskosterylnymi zroédtami cytoplazm CMS-P i CMS-C, a
polskimi populacjami Zyta ozimego (liczebno$¢ ro$lin w poszczegodlnych klasach fenotypowych).
| Populacja | CMS | Meskosterylne | Czesciowo plodne | Meskoplodne | Suma |
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
Hungarian Giant | C 0 0 4 3 1 1 1 3 62 75
(HUN)
Landsorte C 0 2 31 16 3 3 6 8 23 92
K9538 (YUG)
Szk. 15/15 C 0 1 16 4 3 2 2 5 78 111
Szk.101 C 0 1 25 5 7 4 6 8 67 123
Szk.104 C 0 0 27 5 3 0 3 10 62 110
Vjatka (SU) C 0 1 11 1 3 2 2 1 45 66
Hungarian Giant | P 1 14 50 8 3 0 0 0 0 76
(HUN)
Landsorte P 3 24 48 2 0 0 0 0 1 78
K9538 (YUG)
Szk.101 P 2 30 87 4 1 0 0 1 0 125
Szk.104 P 1 25 79 12 2 0 0 6 7 132
Vjatka (SU) P 1 18 53 5 1 0 0 1 1 80
Ogolem 8 116 | 431 65 27 12 20 43 346 | 1068
wtymzCMS-C| O 5 114 34 20 12 20 35 337 | 577
wtymz CMS-P| 8 111 | 317 31 7 0 0 8 9 491
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Tabela 19 Odsetek roslin ocenionych jako meskosterylne (MS), cze$ciowo ptodne (CP) i
meskoptodne (MP) wérdd mieszancow migdzy meskosterylnymi wersjami linii 541, a populacjami

zyta.

Populacja Cytoplazma MS CP MP
Hungarian Giant
(HUN) C 5.33 6.67 88.00
Landsorte K9538
(YUG) C 35.87 23.91 40.22
Szk. 15/15 C 15.32 8.11 76.58
Szk.101 C 21.14 13.01 65.85
Szk.104 C 24.55 7.27 68.18
Vjatka (SU) C 18.18 9.09 72.73
Hungarian Giant
(HUN) P 85.53 14.47 0.00
Landsorte K9538
(YUG) P 96.15 2.56 1.28
Szk.101 P 95.20 4.00 0.80
Szk.104 P 79.55 10.61 9.85
Vjatka (SU) P 90.00 7.50 2.50
Ogolem C 20.62 11.44 67.94
P 88.80 7.74 3.46

Temat badawczy 4

Ocena zdolnos$ci kombinacyjnej linii meskosterylnych z cytoplazma C na tle linii zawierajacych
cytoplazme¢ Pampa.

Wyniki

Wszystkie badane w 2017 roku linie dawaty mieszance plonujace wyraznie gorzej niz odmiany
wzorcowe (tab.20). Warunki pogodowe w ostatnim sezonie wegetacyjnym byly szczegdlnie korzystne
dla odmiany KWS-Binnto F1, ktéra plonowata o kilkanascie procent lepiej niz wszystkie pozostate
badane obiekty doswiadczalne wilacznie z druga odmiang wzorcowa — Stakatto F1. Mieszance
eksperymentalne z udzialem trzech linii me¢skosterylnych z cytoplazma C nalezaty do najstabiej
plonujacych. Najgorsze wyniki data linia ZUT_15 0820 _P. Pozostate dwie tez nalezaty do stabo
ponujacych, ale uwzgledniajac statystyczng istotnos¢ otrzymanych wynikéw plonowania, mozna je
zakwalifikowac¢ do licznej grupy linii charakteryzujacych si¢ przecietng warto$cig kombinacyjna.

Pod wzgledem pozostatych badanych w doswiadczeniu cech uzytkowych mieszance z
cytoplazmg C ocenione zostaty na poziomie zblizonym do tych, w ktérych formy mateczne zawieraty
cytoplazm¢ Pampa. Wyniki oceny wysokosci roslin, wylegania i porazenia przez rdz¢ brunatna dla
mieszancow z cytoplazmg C oscylowaly wokot wartosci $rednich dla wszystkich obiektow
doswiadczenia. Odmiany wzorcowe charkateryzowaty si¢ (poza wyzszym plonowaniem) troche
mniejszg podatnoscia na porazenie przez rdzg, nieznacznie nizsza wysokoscia, ale nieco wigksza
sktonnoscia do wylegania.
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Tabela 20 Sredni plon ziarna oraz inne cechy uzytkowe mieszancow F; zaobserwowane w
doswiadczeniu z mieszancami zyta zalozonym metodg wzorcowa w trzech miejscowosciach.
Pogrubiong czcionkg zaznaczono mieszance z CMS-C, kursywa odmiany wzorcowe.

Lp. | Nazwa mieszanca | Plon (kg/pol.) | Plon | Rdza brunatna | Wysokos$¢ [cm] | Wyleganie
[% wz.]

1 | KWS-BINNTTO 5,08 107,69 5,52 139,78 8,08
2 | STAKATTO 4,36 92,31 4,87 139,71 6,98
3 | NS_281P/15 4,32 91,58 4,82 145,57 8,01
4 | 753B/15 4,29 90,96 5,02 140,17 8,47
5 | 826B/15 4,28 90,78 5,33 141,56 8,33
6 | NS_275P/15 4,28 90,74 4,71 147,28 9,14
7 | NS_223P/15 4,28 90,67 5,18 149,95 7,65
8 | NS_235P/15 4,26 90,25 4,65 142,75 7,40
9 | NS_225P/15 4,25 89,99 4,61 142,21 8,47
10 | NS_214P/15 4,20 89,11 4,87 145,50 8,25
11 | NS_234P/15 4,19 88,72 4,44 141,09 8,67
12 | 906B/15 4,18 88,68 4,77 149,42 7,44
13 | NS_195P/15 4,14 87,75 4,48 138,71 7,75
14 | NS_267P/15 4,09 86,70 4,59 144,26 8,34
15 | NS_71P/15 4,08 86,55 5,22 148,76 7,92
16 | NS_151P/15 4,08 86,52 4,71 146,79 8,46
17 | 800B/15 4,07 86,20 5,83 140,97 7,80
18 | NS_95P/15 4,06 86,02 4,72 141,54 8,19
19 | NS_104P/15 4,02 85,29 4,80 144,83 8,66
20 | NS_271P/15 4,01 85,08 4,92 145,08 8,34
21 | NS_226P/15 4,00 84,73 4,91 140,62 8,13
22 | 776B/15 3,95 83,73 4,73 143,27 8,90
23 | ZUT_15 0798 P 3,95 83,67 5,14 146,61 8,09
24 | NS_121P/15 3,93 83,37 4,96 144,62 8,75
25 | NS_371P/15 3,86 81,89 531 145,04 7,73
26 | NS_319P/15 3,82 80,90 4,95 145,88 8,40
27 | NS_93P/15 3,81 80,85 4,75 144,61 7,70
28 | ZUT_15 0774 P 3,77 79,81 4,88 145,08 8,30
29 | NS_92P/15 3,69 78,11 4,95 145,60 7,75
30 | NS_210P/15 3,68 78,00 491 139,05 8,26
31 | 732B/15 3,51 74,31 4,66 143,04 7,75
32 | ZUT_15 0820 _P 3,23 68,54 4,64 142,57 8,61
Srednia ogolna 4,05 4,90 144,03 8,15
Srednia dla wzorcow 472 5,20 139,74 7,53
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Wstep
Wigkszos¢ zarejestrowanych odmian mieszaficowych zyta jest opartych o system cytoplazmatycznej meskiej

sterylnosci (CMS) typu Pampa. Europejskie zasoby genowe zyta nie posiadaty form skutecznie przywracajacych

ptodnosc¢. Populacja IRAN IX pochodzaca z Bliskiego Wschodu zostata uzyta w komercyjnej hodowli jako Zrédto

gendw przywracajgcych ptodnosé (restoreréw). Rezultatem tych prac sg odmiany mieszaficowe o intensywnym

pyleniu, np. odmiany KWS ,,Pollen Plus”. \
MY N

Cel

Celem prowadzonych doswiadczen byto poréwnanie efektywnosci pylenia mieszaricdw zyta zawierajacych i tych,

ktére nie zawierajg gendw restorerowych pochodzacych z populacji IRAN IX.
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Wyniki
W odmianie Palazzo F1 (tab. 1-2, rys. 1) 40% roslin byta silnie pylgca, natomiast w odmianie Visello F1 (tab. 1-2,
rys. 2) 60% roslin stanowity osobniki meskoptodne. U pozostatych dwéch badanych odmian rosliny silnie pylace
stanowity okoto 10% badanej populacji (rys. 3-4). U wszystkich badanych odmian wystepowata znaczaca grupa
roslin meskosterylnych. Ich obecnos$é nie musi mie¢ negatywnego wptywu na zawigzywanie ziaren i porazenie
przez sporysz, ale odréznia odmiany mieszaricowe zyta od odmian il ano dwie metody
oceny ptodnosci, ktére daty bardzo wysoce skorelowane

Tabela 2. Procentowy udzial roslin meskosterylnych, czgsciowo plodnych i meskoplodnych
w badanych odmianach mieszaricowych yta

|
Temat realizowany w ramach badar podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej (zadanie nr 20) dotowanego przez MRIRW
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