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



types of cytoplasm occurred, but in two varieties (Dafikowskie 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 Dafikowskie 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|BCI 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.
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STRESZCZENIE

Zyto ozime, mimo iz w skali swiatowej ma stosunkowo niewielkie znaczenie, to
stanowi jedno z podstawowych zb6z w polskiej produkcji rolniczej. Znaczenie gospodarcze
zyta w Polsce silnie wigze si¢ z jego mrozoodpornodcig i niewielkimi wymaganiami
glebowymi. Jest ono przede wszystkim zbozem paszowym, ale znajduje réwniez wiele innych
zastosowaii m.in. w przemysle zbozowo-mtynarskim, w produkcji zielonej masy czy tez, jako
zrodlo odnawialne energii. Od potowy lat 80-tych XX wieku zaczeto rejestrowaé odmiany
mieszancowe zyta, ktére charakteryzujg sie lepszym wyréwnaniem i wyraznie wiekszym
potencjatem plonotwérczym. Produkcja nasienna odmian mieszaficowych zyta wykorzystuje
zjawisko cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci (CMS), dzieki ktéremu mozliwe jest
otrzymanie roslin sterylnych bez recznego kastrowania. U zyta ozimego wyrdzniamy dwa
typy cytoplazm sterylizujgcych: Pampa (CMS-P) i Vavilovii (CMS-V). Do cytoplazmy
Vavilovii zaliczamy Zrodta cytoplazmatycznej meskiej sterylnosei takie jak: CMS-C, CMS-R,
CMS-S i CMS-G, ktore powszechnie uznaje sie za genetycznie tozsame. Prawie wszystkie
zarejestrowane odmiany mieszaficowe zyta uprawnego (Secale cereale L.) oparte sg na CMS-
P. Cytoplazma Pampa wykazuje silne dziatanie sterylizujace, a co za tym idzie nastrecza
hodowcom trudnosci przy skutecznym przywracaniu meskiej plodnosci w odmianach
mieszancowych. Dlatego tez warto byloby wprowadzié do uprawy wigkszg liczbe odmian z
alternatywnym typem cytoplazmy sterylizujacej - CMS-V. Szersze wykorzystanie cytoplazmy
Vavilovii spowodowatoby zwickszenie zréznicowania genetycznego w obrebie odmian
mieszaficowych zyta, a jednoczesnie w uzyskiwanych mieszaficach przywrécenie meskiej
plodnosci nie powinno stanowié trudnogci. Intensyfikacii prac hodowlanych nad odmianami
mieszaficowymi opartymi o system CMS-V sprzyjaé bedzie doktadniejsze poznanie
genetycznych mechanizméw odpowiedzialnych za kontrole ptodnosci/sterylnosci.

W niniejszej pracy podjeto badania zmierzajace do: poszerzenia wiedzy na temat
wystgpowania cytoplazm sterylizujgcych w europejskich populacjach zyta ozimego, oceny
frekwencji jadrowych alleli sterylnosci/ptodnogei w europejskich populacjach zyta ozimego
oraz okreslenia chromosomowej lokalizacji pobocznych gendw jadrowych kontrolujgcych
przywracanie meskiej ptodnodci w cytoplazmie C.

W ramach poszerzenia wiedzy o wystepowaniu réznych typdw cytoplazm w
populacjach zyta, za pomocg markerdéw molekularnych SCAR przebadano cztery polskie
odmiany populacyjne i pigé europejskich populacji historycznych (nasiona nieuprawianych od

kilkudziesigciu lat odmian otrzymano z bankéw gendéw). Wyniki wykazaty brak obecnosci



cytoplazmy sterylizujgcej typu Pampa w europejskich odmianach historycznych zyta ozimego
— pojawialy si¢ w nich wylgcznie rodliny z cytoplazmami Normalng i CMS-Vavilovii. W
polskich odmianach populacyjnych wystepowaly te same dwa rodzaje cytoplazm, ale w
dwoch odmianach (Dafikowskie Diament i Stanko) stwierdzono dodatkowo obecnogé
cytoplazmy Pampa. W odmianie Dankowskie Diament rosliny z CMS-P stanowity
dominujgcg czedé populacji (tylko jedna z badanych roglin miata cytoplazme inng niz Pampa).

W celu oszacowania frekwencji jadrowych alleli sterylno$ci/plodnosci w europejskich
populacjach zyta ozimego przeprowadzono krzyzowania testowe z udzialem meskosterylnych
linii 541C (z cytoplazmg C) i 541P (z cytoplazma Pampa), a nastgpnie wzrokowg ocene
fenotypowsg uzyskanych mieszancéw. Ocenie poddano 2419 roglin mieszancowych z polskimi
odmianami oraz z europejskimi populacjami historycznymi zyta ozimego w roli zapylaczy. U
mieszaficow z cytoplazmg sterylizujacg C generalnie obserwowano efektywniejsze
przywracanie plodno$ci niz u mieszancéw z CMS-P. Poszczegdlne badane populacje zyta
r6znity si¢ mniej lub bardziej znacznie pod wzgledem zdolnogci do przywracania meskiej
plodnosei. Szczegolnie wyraznie dawalo si¢ to zauwazy¢ w przypadku mieszancow z
cytoplazmg Pampa: odmiany Dankowskie Amber i Dankowskie Diament oraz w nieco
mniejszym stopniu Armand byly efektywniejsze w przywracaniu meskiej plodnosci niz
odmiana Horyzo oraz populacje historyczne.

Mapowanie pobocznych genéw zaangazowanych w przywracanie meskiej ptodnoéci
w mieszaficach zyta z cytoplazmg C wykonano wykorzystujac populacje mapujacy [544C x
MOt]BC1 oraz jej kolejne generacje otrzymywane na drodze krzyzowania wstecznego, a
nastgpnie (od pokolenia BC3) réwniez chowu wsobnego (pokolenia F2-F5). Preselekcja
komponentéw ojcowskich uzytych do krzyzowania, ktérg wykonano z uzyciem markeréw
molekularnych SCAR spowodowata, ze badane pokolenia populacji mapujgcej nie posiadaty
glownego genu restorerowego Rfc! zlokalizowanego na dtugim ramieniu chromosomu 4R.
Dzigki temu pylenie czgsci rodlin obserwowane w kazdym kolejnym segregujacym pokoleniu
wynikato z obecnosci pobocznych genéw restorerowych pozwalajac na uzycie wytworzonego
materiatu ro$linnego, jako populacji mapujgcej do okredlenia lokalizacji tych genow. W
pierwszym etapie badaf przeprowadzono analizy molekularne populacji mapujacej [544C x
MOt]BC1 z wykorzystaniem 274 markeréw 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 cechg plodnogci. Nastepnie
przeprowadzono analizy populacji mieszaficowych [544C x MOt|BC3F3 i [544C x
MOt]BC3F4 wykorzystujac technologie DArTseq oraz nieparametryczny test Kruskala-



Wallisa i uzyskano wyniki wskazujgce na chromosomy 2R oraz 5R, jako lokalizacje
pobocznych genow restorerowych. Efekt fenotypowy dziatania genu zlokalizowanego na

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