WYNIKI
z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkc;ji roslinnej w 2022 roku

Genetyczne podloze efektu heterozji oraz przywracania meskiej plodnosci u
mieszancow zyta z cytoplazma Pampa

Temat badawczy 1: Mapowanie wysoce heterozygotycznych obszarow genomu.

Analizy mialy bio-informatyczny charakter. Materialem badawczym byly dane
pochodzace z analiz DArTseq, ktore zostaty w 2021 roku zrekalkulowane i ujednolicone dla
wszystkich badanych w temacie nr 1 odmian. Technologia DArTseq stanowi wariant metody
GBS (ang. Genotyping by sequencing) opartej o techniki sekwencjonowania nowej generacji
(NGS). Markery GBS generowane w technologii DArTseq naleza do dwoch kategorii:
markery Silico-DArT majg charakter dominujacy (byly nieprzydatne przy realizacji celu), a
markery SNP wykazujg kodominacj¢ (pozwalaly identyfikowaé heterozygoty). Kazdy z
markeréw DArTseq jest charakteryzowany przez krotka (64nt) sekwencje nukleotydowa.
Dane uzyte w czasie badan dotyczyly 16 odmian zyta: 8 mieszancowych (Bono, Gonello,
Konto, Palazzo, Skaltio, Stakkato, Tur, Visello) oraz 8 populacyjnych (Amilo, Armand,
Bosmo, Dankowskie Diament, Dankowskie Granat, Horyzo, Stanko, Vjatka). Kazda z odmian
byta reprezentowana przez minimum 93 pojedyncze rosliny. Markery SNP monomorficzne
oraz markery zawierajace duzg liczbe brakujacych oznaczen zostaly pominigte przy
mapowaniu.

Sekwencje DNA polimorficznych markeréw SNP wyszukiwano w bazie sekwencyjne;j
genomu zyta (Rabanus-Wallace i in. 2021) i na podstawie zgodnosci mapowano do
konkretnych supermolekut genomu referencyjnego. Uzyta w charakterze referencji baza
genomu zyta obejmuje siedem supermolekul stanowigcych sekwencje DNA wszystkich
chromosomow europejskiej linii wsobnej zyta o nazwie Lo7. Dodatkowo dostgpny jest zbior
sekwencji DNA nieprzypisanych do zadnego z chromosoméw (grupa Un). Po zmapowaniu
markerow do konkretnych chromosoméw zyta oceniano, czy u poszczegdlnych odmian
mozliwe jest wskazanie obszaré6w genomu charakteryzujacych si¢ wysokim poziomem
heterozygotycznosci.

Ogolna liczba ros$lin objetych analizami wynosita 1771, ale dla 11 roslin zbidr danych
dotyczacych markeréw SNP zawierat stosunkowo duzo (powyzej 40%) brakujacych danych.
Dlatego rosliny te, pochodzace z odmian Skaltio (3 rosliny), Stakkato (4), Stanko (2) 1 Vjatka
(2) usuni¢to z matrycy danych. Ostatecznie mapowanie markerow do sekwencji genomowej
zyta wykonano dla zestawu 1760 pojedynczych roslin.

Liczba markerow SNP uzyta w czasie analiz to 70574. Nie bylo wérdd nich markerow
catkowicie monomorficznych. Czgs¢ markerdw charakteryzowala si¢ stosunkowo duzg liczba
brakujacych wynikow (powyzej 40%) — z tego powodu 24121 markerow zostato pomini¢tych
przy mapowaniu. Ostatecznie poszukiwaniami sekwencji zgodnych w bazie genomowej zyta
objeto 46453 sekwencje markerow SNP. Dla 7920 markerdéw nie znaleziono w sekwencji linii
Lo7 wystarczajaco zgodnej sekwencji nukleotydow DNA. Pozostate 38533 markery SNP
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zmapowano do sekwencji referencyjnej, ale okoto 10% z nich (3874 markery) zostalo
zmapowane w sposob niejednoznaczny: podobne sekwencje DNA znaleziono w dwdch lub w
wigkszej liczbie miejsc w genomie. Ostatecznie 34659 markeréw SNP zmapowano do
referencyjnej sekwencji genomowego DNA zZyta.

Przewazajgca cz¢$¢ markeréOw SNP zostata przypisana do konkretnych chromosomow
zyta. Markery zmapowane do sekwencji Un stanowily mniej niz 10% zbioru. W obrebie
kazdego z chromosoméw widoczne jest zwigkszenie zaggszczenia mapy w odcinkach
dystalnych (przy koncach ramion) chromosomow.

Zmapowane markery (z uwzglednieniem tych przypisanych do grupy Un) zostaty
uzyte do okreslenia poziomu heterozygotycznosci odmian (heterozygotycznos¢ obliczano
jako proporcje alleli heterozygotycznych do ogotu alleli zdefiniowanych w analizie
DArTseq). Srednia warto$¢ heterozygotycznosci dla prawie wszystkich odmian miescita sie w
granicach od 0,16 do 0,20. Odmiany mieszancowe i populacyjne nie roznily si¢ znaczaco pod
wzgledem poziomu heterozygotycznosci (zaréwno przy uwzglednieniu wartosci $redniej, jak
I minimalnych i maksymalnych pozioméw heterozygotycznoéci odnotowanych dla
pojedynczych roslin). Jedynie odmiana Dankowskie Diament wyraznie odrdzniata si¢ od
reszty odmian, glownie ze wzgledu na bardzo wysokie wartosci maksymalnej
heterozygotycznosci, ktore wplywaty na zawyzenie wartosci sredniej.

Markery o najwyzszym poziomie heterozygotycznosci (powyzej 90%) zostaly
wyselekcjonowane ze zbioru danych: byto ich 3156. Zostaty one zidentyfikowane w obrebie
poszczegolnych chromosoméw. Wykonana analiza uwidocznita, ze sa wzglednie
rownomiernie rozproszone po chromosomach. Na kazdym chromosomie zidentyfikowano od
400 do 500 markeréw SNP o wysokim poziomie heterozygotycznosci. W grupie Un
markerow takich bylo wzglednie niewiele — ponizej 100.

Temat badawczy 2: Mapowanie gendéw odpowiedzialnych za wybrane cechy
uzytkowe.

Na przewazajacej liczbie poletek w 2022 roku (kazde poletko sktadato si¢ z 3
rzadkoéw, na ktorych wysiane byty na brzegach dwie linie meskosterylne i w $rodku jeden
zapylacz) uzyskano nasiona mieszancoOw. Liczebnosci uzyskanych nasion byly bardzo
zroznicowane, ale w przewazajacej czesci zbyt male do zalozenia planowanego
doswiadczenia polowego. W krzyzowaniach linii S82P/09 z dziewigcdziesigcioma liniami
introgresyjnymi zaledwie w pigciu kombinacjach uzyskano powyzej 250 ziaren, a w az
siedemnastu przypadkach liczba ziaren mieszancow nie przekraczata 10 (dla siedmiu
kombinacji w ogdle nie otrzymano nasion mieszancowych). Kontrola meskosterylnosci linii
S82P/09 potwierdzita, ze linia ta nie wytwarza pytku. W kilku przypadkach odnotowano
zawigzanie pojedynczych ziaren w izolowanym klosie, ale byly to warto$ci marginalne (1-4
ziaren w klosie) nie podwazajace W istotny sposob mieszancowego charakteru wigkszosSci
nasion otrzymanych w trakcie wykonanych prac badawczych.

Nasiona mieszancowe z udziatem linii NS1P jako formy matecznej z liniami
tworzacymi zestaw form introgresyjnych otrzymano dla 75 kombinacji z planowanych 90.
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Liczebnosci uzyskanych ziaren mieszancow z udziatem linii NS1P byty mocno zréznicowane
—o0d 1do 678 (tab.1).

Sposrod 15 kombinacji krzyzowan, dla ktorych nie udato si¢ uzyskaé¢ nasion
mieszancowych, w kilku przypadkach obserwacje wzrokowe pylenia roslin zadecydowaty o
wykluczeniu pojedynczych roslin linii NS1P z programu krzyzowan. Rosliny te ewidentnie
tworzyly pylek widoczny w czasie obserwacji wzrokowych, co potwierdzily pdzniej
wykonane oceny zawigzywania ziaren w ktosach kontrolnych. Dyskwalifikacja roslin linii
NSIP dotyczyla stosunkowo niewielkiej liczby roslin, ale byta dodatkowym czynnikiem,
ktory zadecydowat o niezadowalajacym rezultacie tworzenia nasion mieszancowych.

W przypadku jednej kombinacji z idziatem linii InA102 otrzymano 220 ziaren (tab.1),
ktore przypuszczalnie miaty charakter mieszancowy, ale dwa ktosy kontrolne roslin linii
NSIP nie byly w pelni meskosterylne (ocena wzrokowa nie pozwolita na wykrycie
meskoptodnosci tych roslin, ale uzyskano z nich odpowiednio 28 i 25 ziaren zawigzanych na
drodze samozapylenia). Podobna sytuacja miata miejsce przy krzyzowaniu z udziatem linii
INAO41 — 29 ziaren zaobserwowanych w izolowanym klosie kontrolnym linii NSI1P
zadecydowato 0 zdyskwalifikowaniu tej partii nasion (ich mieszancowy charakter nie byt w
100% pewny).

Temat badawczy 3: Mapowanie genow przywracajacych meska ptodnos¢ u zyta z
cytoplazma P

Uzyskane w 2022 roku wyniki oceny meskiej ptodnosci w obrebie czterech odmian
mieszancowych (Dolaro, DC2424-Gulden, SMH604 i RPD1273) ujawnily znaczgce roznice
mig¢dzy nimi. W obrebie odmiany Dolaro przebadano 255 roslin. Rozktad fenotypowy cechy
ma wyraznie bi-modalny charakter z dwoma maksimami w obrebie grup skrajnych (roslin w
pelni meskosterylnych i w pelni me¢skoptodnych). Najliczniejsze klasy fenotypowe w 9-
stopniowej skali bonitacyjnej to 2 (91 roslin) i 3 (68 roslin), do ktorych zaliczane sg formy
meskosterylne oraz 9 (57 roslin). Ogoétem rosliny meskonieptodne (klasy fenotypowe od 1 do
3) stanowity 65% ogoétu populacji. Stosunkowo nieliczne byty rosliny czesciowo ptodne
(klasy fenotypowe od 4 do 6) — w sumie byto ich 14, co stanowi ok. 5,5% ocenionych
osobnikow. Stosunkowo liczng grupe stanowity rosliny dobrze pylace. Az 57 roslin zostato
sklasyfikowanych jako 9, czyli osiagnelo najwyzsza mozliwg oceng. W sumie roslin
meskoptodnych (klasy fenotypowe od 7 do 9) bylo 75, co stanowito niespelna 30%
przebadanej populacji.

Osadzanie ziaren w izolowalnych ktosach odmiany Dolaro byto bardzo zréznicowane
(od 0 do 95%) i silnie skorelowane z wynikami oceny wzrokowej (wspotczynnik korelacji
rowny 0,96). Srednia warto$¢ procentowego osadzania ziaren w izolowanych klosach dla
calej badanej grupy roslin wynosita 25,8%. Zbiorcze wyniki analizy dla czterech odmian
zestawiono w tabeli 2. Potwierdzaja one, ze w odmianie Dolaro przewazaty rosliny w petni
meskosterylne, a w dalszej kolejnosci duza czes¢ badanej populacji stanowity formy bardzo
dobrze pylace (fenotypy posrednie byty mato liczne).



W odmianie Gulden (DC2424) przebadano 194 rosliny, wsérdd ktorych nie
zaobserwowano zadnej w pelni megskoptodnej. Przewazajaca czgs¢ roslin (ponad 86%) zostala

zaliczona do klas me¢skosterylnych (od 1 do 3), a tylko niespetna 14% do kategorii cze$ciowo
ptodnych (klasy 4 1 5).

Ocena zawigzywania ziaren w izolowanych klosach zasadniczo potwierdzita wysoki
udziat roslin meskosterylnych w badanej odmianie. Co prawda wspotczynnik korelacji
miedzy wynikami obserwacji wzrokowych, a danymi o osadzaniu ziaren w ktosach nie byt
wysoki (0,56), ale jednak statystycznie istotny. Srednia warto$¢ osadzania ziaren w
izolowanych klosach dla odmiany Gulden to zaledwie 2,1%, a najwyzsza wartos$¢
zaobserwowana u pojednczej rosliny, to 45%.

Wyniki oceny wzrokowej pylenia ros$lin w obrebie odmiany RPD1273 zaowocowaty
rozktadem fenotypowym o ksztalcie zblizonym do normalnego z niewielka asymetria w
kierunku ro$lin o obnizonej ptodnosci. Najliczniej byly reprezentowane klasy fenotypowe od
3 do 5 (mgskosterylne 0 niezbyt glebokich objawach nieptodnosci oraz formy czesciowo
ptodne). Roslin bardzo dobrze pylacych bylo stosunkowo niewiele — w sumie 14 osobnikow,
z ktorych zadnemu nie przypisano wartosci maksymalnej (9).

Ocena zawigzywania ziaren w izolowanych ktosach odmiany RPD1273 byta wysoce
istotnie skorelowana z wynikami obserwacji wzrokowych (wsp. korelacji 0,74). Sposrod 175
ocenionych roslin okoto 40% (72 osobniki) nie zawiagzato ziaren w wyniku samozapylenia.
Maksymalny poziom osadzenia ziarna osiggnal warto$¢ 97%, ale rosliny o wartosciach
przekraczajacych 90% byly bardzo nieliczne. Srednia warto$¢ zawigzywania ziaren w
izlowanych klosach odmiany RPD1273 wyniosta prawie 25%.

Odmiana SMH604 byta reprezentowana w badaniach przez 165 roslin. W odmianie tej
zauwazalny jest przewazajacy udzial roslin bardzo dobrze pylacych: az 92 osobniki (ponad
55% populacji) zostato ocenionych na warto§¢ maksymalng réwng 9. Ponad 75% odmiany
stanowity rosliny z kategorii od 7 do 9, czyli w pelni meskoptodne. Pozostata czgs¢ odmiany
(z wyjatkiem jednej rosliny) to formy cz¢sciowo ptodne.

Wyniki oceny zawigzywania ziaren w izolowanych ktosach bytly statystycznie istotnie
skorelowane z rezultatami obserwacji wzrokowych, chociaz warto$¢ wspotczynnika korelacji
rowna 0,58 nie byla bardzo wysoka. Duzy udzial roslin o w pelni przywrdconej ptodnosci
wplynat na bardzo wysoka, przekraczajaca 80%, warto$¢ $rednig dla osadzania ziarna w
wyniku samozapylenia.

Wyniki genotypowania w technologii DArTseq obejmuja 55414 kodominujacych
markerow SNP oraz 104257 dominujacych markerow Silico-DAIT, ktore zostaly oznaczone
w obrebie trzech odmian mieszancowych: Dolaro, RPD1273 i SMH604 (odmiana
Gulden/DC2424 byta objeta genotypowaniem w 2021 roku). Markery Silico-DArT zostaty
wykorzystane do oceny podobienstwa genetycznego roslin wewnatrz odmian.

W odmianie Dolaro najnizszy wskaznik podobienstwa genetycznego pomiedzy
roslinami  zanotowano dla obiektow Dolaro148 i Dolarol79 — obliczona warto$¢
podobienstwa wynosita 0,75. Najwigksze podobienstwo genetyczne na poziomie 0,92
stwierdzono miedzy roslinami Dolaro129 i Dolaro186. Srednia warto$é¢ podobienstwa miedzy
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roslinami wszystkich 94 genotypowanych roslin odmiany Dolaro to 0,86. Wigkszo$¢ roslin
grupuje si¢ w obrebie gatezi dendrogramu przy podobienstwie bliskim wartoéci Srednie;.
Jedynie trzy genotypy znalazly si¢ na zupelnie odrgbnej gatezi (rozgalezienie ponizej
poziomu 0,8).

Odmiana RPD1273 byla troche mniej wyrownana genetycznie w porownaniu do
Dolaro. Wskazuje na to zaréwno S$rednia wartos¢ wspotczynnikow podobienstwa, jak i
wartosci minimalne i maksymalne. Dla 93 ro$lin, dla ktorych otrzymano wyniki (jedna proba
DNA okazata si¢ wadliwa) $redni wspodtczynnik podobienstwa o0szacowano na 0,81.
Najmniejsze podobienstwo (0,71) odnotowano dla roslin RPD1273-221 i RPD1273-273, a
najwicksze (0,88) dla pojedynkow 0 numerach RPD1273-225 i RPD1273-289 (ryc.9).

Wyniki analizy podobienstwa genetycznego migdzy roslinami wchodzgcymi w sktad
odmiany SMH604 byly bardzo zblizone do tych uzyskanych dla Dolaro. Srednia wartosé
wskaznika podobienstwa genetycznego byta nieznacznie nizsza (0,84 vs. 0,86 dla Dolaro), ale
warto$ci skrajne byly praktycznie identyczne. Najmniejsze podobienstwo genetyczne (na
poziomie 0,75) odnotowano dla genotypéw SMH604-138 oraz SMH604-182, a najmniej
roznic wykazano dla pary SMH604-127 i SMH604-137. Roslina SMH604-182 byta w ogole
najbardziej odrebna od wszystkich innych badanych w obrgbie tej odmiany (na dendrogramie
tworzy samodzielnie odrgbng gataz).

W odmianie Dolaro markery SCSz23L500 oraz d508318 prawie nie ujawnialy
polimorfizmu genetycznego. Marker SCSz23L500 byt wsrdd dotychcezas przebadanych roslin
obecny u wszystkich genotypow z wyjatkiem jednego: Dolaro-108. W przypadku markera
d508318 wigkszo$¢ roslin charakteryzowalo si¢ obecno$cig trojprazkowego allelu ,,a” z
wylaczeniem oémiu genotypoéw, u ktorych nie zaobserwowano zadnych produktéw
amplifikacji (allel ,,null”) oraz jednego (Dolaro-206) z allelem 1-prazkowym ,.b”. Marker
d505904 byt reprezentowany w odmianie Dolaro przez trzy warianty: brak produktow
amplifikacji zaobserwowano u 3 roslin, kolejnych 11 genotypow charkateryzowato sie
obecno$cig dwoch prazkow (allele ,,a” 1 ,Db”), ale przewazajagca czg$¢ ro$lin byla
charakteryzowana przez pojedynczy produkt amplifikacji o dtugosci ok. 700bp (allel ,,a”).
Polimorfizm Zadnego z trzech markerow z chromosomu 4RL nie wykazywal korelacji z
objawami fenotypowymi meskiej ptodnosci.

W obrebie odmiany Gulden (dawniej DC2424) markery SCSz23L500 oraz d508318
nie wykazywaly zadnego zréznicowania. Pierwszy z markeréw charakteryzowal sie
obecnoscig pojedynczego produktu amplifikacji o dlugosci ok. 500 par nukleotydow (bp),
ktory byt obecny u wszystkich roslin odmiany DC2424. Marker d508318 generowat trzy
produkty amplifiakcji, ktore w identycznej konfiguracji wystepowaty w calej badanej grupie
roslin (allel typu ,,a”). Marker d505904 ujawniat polimorfizm genetyczny wewnatrz odmiany
DC2424. Najczgsciej wystepujacym allelem byl ten, ktory charakteryzowal si¢ obecnoscia
produktu amplifikacji o dlugosci ok. 700 bp. (allel ,,a”. Wszystkie rosliny odmiany DC2424
testowane w 2022 roku posiadaty allel typo ,a”. Alternatywny produkt amplifikacji o
dhugosci ok. 550 bp (allel ,,b”) zostal wykryty tylko w jednej roslinie (DC2424-131) w
uktadzie heterozygotycznym (wraz z allelem ,,a”). Trzeci z obecnych w odmianie Gulden
wariantow markera d505904 to allel ,,null” (brak produktow amplifikacji - 0), ktory byt
obecny u 48 roslin. Niestety rdznice genetyczne ujawniane PO zastosowaniu markera

d505904 w odmianie Gulden nie miaty zwigzku z intensywnoscia pylenia roslin.
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W odmianie RPD1273 wszystkie trzy testowane markery pozwalaly na wykrycie
polimorfizmu genetycznego. W przypadku SCSz23L500 u wszystkich nowo przebadanych w
2022 roku ros$lin pojawit si¢ produkt amplifikacji 500bp. Marker d508318 wystepowal w
wariancie trojprazkowym ,,a” (takim jak w opisanych powyzej odmianach) w 92 roslinach. U
kolejnych 79 ro$lin nie obserwowano produktow amplifikacji (allel ,,0”), a tylko 3 rosliny
charakteryzowaly sie¢ obecnoscig allelu ,b”. W przypadku markera d505904 nie
zaobserwowano zadnej rosliny z allelem ,,b” (550bp). W 138 roslinach obecny byt allel ,,a”
(700bp), pozostate 36 genotypow charakteryzowato si¢ allelem ,,null”. Podobnie jak w
poprzednich odmianach, obserwowany polimorfizm genetyczny nie byl skorelowany z
objawami meskiej ptodnosci.

W odmianie SMH604 markery SCSz23L500 i d508318 nie ujawnialy w ogole
polimorfizmu — wszystkie przebadane ro$liny miaty ten sam allel. Dla SCSz23L500 byt on
widoczny jako pojedynczy prazek zawierajacy produkt amplifikacji o dlugosci 500 par zasad,
dla markera d508318 byt to obraz trzech blisko potozonych prazkow. Marker d505904
generowal produkty amplifikacji u wigkszosci badanych genotypow odmiany SMH604.
Tylko cztery ro$liny charakteryzowaty si¢ brakiem prazkéw markerowych. Najwiecej
genotypow odmiany charakteryzowalo si¢ obecnoscig allelu ,,a” (prazek o wielkoSci ok.
700bp) — bylto ich 136. U pozostatych 30 roslin zaobserwowano obecnos¢ dwoch prazkow
markerowych: ,,a” (700bp) i ,,b” (550bp). Polimorfizm w obrebie locus markera d505904 nie
byt zwigzany z réznicami w intensywnosci pylenia roslin odmiany SMH604.

Wyniki sekwencjonowania mRNA z odmiany SMH604 (w technologii NGS Illumina)
otrzymano z firmy NovoGene. Od ustugodawcy uzyskano ponad 2 mld niesparowanych
(pojedynczych) odczytow, co odpowiadalo ponad 300 mld zsekwencjonowanych
nukleotydéw (nt). Wartosci te s3 zgodne z zalozong dlugoscia niesparowanych
(pojedynczych) odczytow wynoszaca 150 nt (uzyty wariant sekwencjonowania to PE150).
Dla pojedynczej rosliny w danym kierunku (forward lub reverse) wygenerowano $rednio
ponad 10 mln odczytow. Odpowiada to 1,5 mld zsekwencjonowanych nukleotydow. Zar6wno
parametr N50 jak i N95 byly rowne dlugosci odczytu (150 nt) — co znaczy, ze odpowiednio
50 1 95% catkowitej dtugosci (wszystkich) odczytéw osiggata dtugosé rowng 150 nt (zgodnie
z definicjg N50 1 N95 moglyby to by¢ tez odczyty dluzsze, ale w tym eksperymencie takich
nie generowano — bylto to sekwencjonowanie typu PE150). W uzyskanych odczytach procent
nukleotydow G 1 C wyniost nieco ponad 56 %. Udziat nukleotydow ze wspdiczynnikami
jakosci Q20 i Q30 wynidst odpowiednio 95,5 oraz 89 %. Inny wspotczynnik jakosci — Phred
— zawierat si¢ w przedziale od 35 do 70 ze $rednig 68.

Dalsze etapy analizy bioinformatycznej polegaty na mapowaniu uzyskanych odczytow
sekwencyjnych do poszczegolnych chromosomow zyta. W rezultacie tego mapowania wsrod
roslin badanej populacji wykryto niemal 6 mln (5 943 967) polimorfizméw sekwencyjnych
sposrod ktorych:

- 3 745 684 to polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP),
- 1516 677 to polimorfizmy wielonukleotydowe (MNP),

- 681 606 byto indelami.



Najwigcej polimorfizméw zidentyfikowano w chromosomie 2, najmniej — W
chromosomie 1. Dla wszystkich siedmiu chromosomoéw proporcje pomiedzy réznymi typami
polimorfizméw byly zblizone.

Temat badawczy 4: Analiza porownawcza transkryptomoéw roslin zréznicowanych
pod wzgledem meskiej ptodnosci

W 2022 roku kontynuowano rozmnazanie materiatow badawczych przeznaczonych do
analiz transkryptomicznych. Pylenie linii 541N, jak rowniez linii blisko-izogenicznych z serii
NIL541P i NIL541C bylo relatywnie stabe. Oceny wykonywano zbiorczo dla wszystkich
klosow z kazdego wazonu (z uwagi na splatanie bardzo wiotkich zdzbet ocena kazdej rosliny
oddzielnie nie byla mozliwa). W przypadku linii 541N, ktora nie zawiera cytoplazmy
sterylizujacej, obnizona efektywno$¢ w wytwarzaniu pytku to efekt depresji wsobnej
(reprodukowany materiat to pokolenie S28). Linie z serii NIL541P i NIL541C reprezentowaty
mniejszy poziom wsobnosci (pokolenie S8), ale produkcja pytku byla dodatkowo
uposledzana przez czynniki cytoplazmatyczne. Pomimo, ze optycznie linie NIL541P i
NIL541C wytwarzaly pytek mniej intensywnie, to wigkszy wigor tych linii w poréwnaniu do
541N pozwolit na uzyskiwanie wigkszej liczby ziaren w ktosie (tab.9).

Linie mgskosterylne 541C i 541P nie produkowaly ptodnego pytku. Wyniki
obserwacji wzrokowych zostalty potwierdzone przez brak nasion w pigciu klosach
kontrolnych (niezapylanych recznie). Rgczne zapylanie meskosterylnych ktosow okazato sie
w warunkach szklarniowych bardzo efektywne — uzyskane liczby ziaren z wazonéw 0
numerach od 204 do 209 byly najwigksze, pomimo ze zaizolowanych i zapylonych zostato
tylko po 8 ktosow w wazonie.

Po 50 ziaren z kazdej linii wysiano we wrze$niu br. do plastikowych multidoniczek i
po wschodach rosliny, ktére wyrosty wysadzono punktowo w rozstawie 20x20cm na polu
stacji doswiadczalnej Hala Wegetacyjna ZUT w Szczecinie. PdZng jesienig liczebnosci
zywych roslin w obrebie kazdej linii miescily si¢ w granicach od 37 do 45. Rosliny, ktore
przetrwaja zime zostang W kolejnym roku uzyte do analiz transkryptomicznych.

Prezentacja wynikow badan na konferencjach:

VI Polski Kongres Genetyki, 27-30.06.2022, Krakow — (poster): Stojatowski S.,
Bienias A., Sobczyk M., Hanek M., 2022. Genotyping and phenotyping of near-isogenic lines
with two types of male sterility-inducing cytoplasms in rye. 6th Polish Congress of Genetics,
Krakow 27-30. 06. 2022. PR-4-15
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The heterosis phenomenon Increases resistance of numerous plant species to the unfavourable environmental conditions. The
hybrid cultivars of open-pollinated plants efficiently express the heterosis and guarantee high yields stable through different
whether conditions, The seed production of hybrid cultivars in majority of crops is based on exploation of cytoplasmic male
sterility (CMS) mechanism.

In rye (Secale cereale L.) two genetically distinct types of CMS are avallable. The most common In plant breeding Is the Pampa
cytoplasm discovered by Geiger and Schnell [1]. The alternative type of CMS is named Vavilovii and was reported by several
authors, e.g. M, Lapinski [2]. The source of CMS found by Lapinski [2] designated as CMS-C has been used in our research,
The universal non-restorer inbred line 541 was introduced through several (over 16) back-crossess into cytoplasms Pampa and
CMS-C. Both cytoplasmic versions of the line was then pollinated by a single plant originating from population of primitive rye
IRAN 1X. Male ferile plants of the hybrids were used for reccurent back-crossing the 541. Single plants of BC7 generation were
selfed and continously reproduced till BC7S7. In 2021 the set of 22 lines of BC7S7 was assessed with regards of their male
fertility and genotyped using DArTseq technology with comparision to the reccurent parent (541 line). NILs revealed moderate
male fertility in both studied cytoplasms (tab.1). In one object containing the Pampa cytoplazm and another one with CMS-C
singular male sterilie spikes were recorded Indicating not full homozygosity of two lines. DArTseq analyses showed that the
mentioned above object with Pampa cytoplasm was significantly different when compared to the 541 line indicating the
possible technical error during reproduction of plant material (fig.1). The line with CMS-C (fig.2) containing male sterile plants,
as well as remaining twenty NiLs, were genetically highly similar to the 541 genotype.

Fig.1. Genetic similarity of studied near ssogenle lnes with Pampas
cytoplasm
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Fig2, Genetie similariny of stolied near sogenic locs with the C
sterilizing cytoplasm
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