WYNIKI
z realizacji zadania na rzecz postgpu biologicznego w produkcji roslinnej w 2025 roku

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

Temat badawczy 1

Mapowanie genéw odpowiedzialnych za wybrane cechy uzytkowe.

Cel tematu badawczego: Ocena zmiennosci fenotypowej mieszancéw F1 miedzy
hodowlanymi liniami CMS-P a liniami introgresyjnymi oraz analiza danych genotypowych
form rodzicielskich pod katem heterozygotycznosci badanych mieszancow

Wyniki
Wyniki oceny faz fenologicznych wskazuja, ze w roku 2025 wegetacja nie byla op6zniona

przez warunki pogodowe. UsSredniony termin kloszenia w do$wiadczeniu polowym to 17
maja. W blizniaczym dos$wiadczeniu przeprowadzonym w 2024 roku termin ten byt nieco
wczesniejszy (14 maja), ale w obu przypadkach mozna przyja¢, ze warunki pogodowe
decydujace o fazach rozowjowych zyta nie odbiegaly od normy. Poletko, na ktorym
najwczesniej pojawito si¢ 50% w pelni wykloszonych roslin bylo jednym z powtodrzen
wzorcowej odmiany Gulden F1 - byto to 14 maja. Najpozniejszy termin ktoszenia to 21 maja
1 w tym przypadku ro$liny pochodzily z jednego z powtorzen mieszanca S82P/05 x InA_080.
Ogodlnie rzecz biorac poszczegdlne genotypy klosity sie w badanych blokach
doswiadczalnych do$¢ rownomiernie, ale zréznicowanie byto wigksze niz w 2024 roku. W
ubieglorocznym doswiadczeniu termin kloszenia tych samych genotypow w roéznych
powtdrzeniach najczeséciej miescit si¢ w zakresie 1-2 dni, podczas gdy w roku 2025 roznica
miedzy najwczesniejszym 1 najpdzniejszym poletkiem czgsto siggata 2-3 dni. Sporadycznie
odnotowano obiekty o wiekszym zréznicowaniu (4 dni réznicy), a dla jednego z mieszancow
(S82P/05 x InB032) roznica siggata 5 dni. Warto zauwazy¢, ze mieszaniec z udzialem tej
samej linii ojcowskiej (InB032), ale po skrzyZzowaniu z linig mateczng NS1P w 2024 roku
charakteryzowal si¢ rowniez najwigksza zmiennoscig (4 dni rdznicy miedzy terminami
ktoszenia w roznych blokach). Odmiana wzrocowa Gulden F1 nalezatla do najwczes$niej
ktoszacych sig, ale z uwagi na rozmieszczenie w kazdym z blokow w licznych powtdrzeniach
tez wykazywata zréznicowanie, ktore bylo porénywalne z badanymi mieszancami
(najpozniejsze poletka odmiany wzrocowej wyklosity si¢ 19 maja).

Przejscie roslin od fazy kloszenia do kwitnienia w 2025 roku przebiegato dos¢ typowo 1 byto
mniej dynamiczne niz w 2024 roku, kiedy panowaty wysokie temperatury i dominowal brak
opadow. Pierwsze kwitngce poletka odnotowano 22 maja, czyli krotko po zakonczeniu fazy
krzewienia przez najpozniejsze obiekty doswiadczenia. USredniony termin poczatku
kwitnienia w obrebie wszystkich poletek doswiadczenia to 26 maja, a faza poczatku
kwitnienia wszystkich obiektow we wszystkich powtorzeniach miescita si¢ w granicach 1
tygodnia (od 22 do 29 maja 2025). Nie odnotowano wyraznych odstepstw w terminach
ktoszenia 1 kwitnienia dla konkretnych mieszancéw. Podsumowujgc, ocena wczesnos$ci
(dynamiki kltoszenia 1 kwitnienia) w roku 2025 wskazuje, ze zroznicowanie obiektow
doswiadczenia w tych, dos¢ typowych dla Polski, warunkach pogodowych, nie byto znaczace
1 nie pozwala na wskazanie genotypow szczegdlnie wyrdzniajacych sie¢ pod wzgledem
dynamiki faz rozwojowych. Rezultat ten jest zgodny z wynikami otrzymanymi w
analogicznym do$wiadczeniu w rou 2024.

Ocena wysokosci roslin mieszancow, ktére badano w doswiadczeniu, ujawnita zréznicowanie
zauwazalnie wigksze niz to mialo miejsce w przypadku oceny wczesnosci faz rozwojowych.
Srednia wysokos¢ roslin w doswiadczeniu w 2025 roku byta zauwazalnie mniejsza niz rok
wcezesniej (122 cm vs 132 cm). Mieszance, w ktoérych formg mateczng byta linia S82P/05
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mialy nieco wigkszg wysokos$¢ (Srednio 126cm) od tych z udzialem NSI1P ($rednia na
poziomie 118cm). Komponent ojcowski wydaje si¢ przy ocenie tej cechy réwnie istotny.
Mieszance otrzymane w wyniku zapylenia linii matecznych pytkiem pochodzacym z linii
introgresyjnych z serii InA miaty usredniong wysoko$¢ ma poziomie 118cm, podczas gdy
genotypem ojcowskim byty linie InB ta $rednia osiggneta warto§¢135cm. Z drugiej strony
trzeba zauwazy¢, ze cecha wysokosci roslin podlegata znaczacej zmiennosci srodowiskowe;,
czego dowodem s3 wyniki pomiarow na poletkach wzorca (Gulden F1), gdzie odnotowane
wartosci mieszczg si¢ w bardzo szerokim zakresie od 86 do 148cm.

Srednia dhugosé klosa u wiekszosci mieszancéw eksperymentalnych byla wigksza niz w
odmianie wzorcowej Gulden F1. Tylko pigtnascie mieszancow (ze 132 badanych w
doswiadczeniu) miato ktosy o mniejszej dlugosci niz wzorzec. Przypadkowa zmienno$¢ tej
cechy w obrebie powtorzen do§wiadczenia byta wzglednie duza: np. dla odmiany wzrocowe;j
rozmieszczonej co 7 poletek doswiadczenia, srednia dtugos¢ ktosa miescita si¢ w granicach
od 7,7 cm do 13,5 cm. Podobng zmienno$¢ obserwowano w do§wiadczeniu z 2024 roku.

Tak, jak w przypadku oceny wysokosci roslin zauwazalny jest wptyw komponentow
rodzicielskich na warto$ci badanej cechy. Nieco wigksze wartosci $rednie dlugosci klosow
odnotowano, gdy komponentem matecznym byta linia NS1P w poréwnaniu do S82P/05 -
réznica ta wynosita od 0,5 do ponad 2 cm. Mieszance, w ktorych komponentami ojcowskimi
byly linie z serii InB miaty ktosy nieznacznie dtuzsze wzgledem tych z udziatem linii InA.
Réznice w dhugosci klosow nie miaty bezposredniego przetozenia na liczebno$¢ ktoskow w
ktosie. Cecha ta nalezy do waznych parametréw plonotworczych. Odmiana Gulden F1
charakteryzowatla si¢ przecietnymi warto$ciami liczby ktoskéw w klosie — 42,62. Poziom ten
byl bardzo zblizony do tego, co obserwowano w 2024 roku ($rednia rowna 43,87), ale rok
wczesniej byla to wartos¢, ktorej nie osiggaty mieszance eksperymentalne. W biezacym roku
zaobserwowano jednak, ze czg$¢ mieszancow ekesperymentalnych miata wigksza liczbe
ktoskow w klosie od odmiany wzrocowej (takich obiektéw bylo 58). Klosy o najwieszej
liczbie ktoskow byly tworzone gtownie przez mieszance z udzialem linii S82P/05 jako matki.
Podobng tendencje obserwowano réwniez w doswiadczeniu z 2024 roku, kiedy to 12
mieszan¢ow z udziatem tej linii charakteryzowato si¢ wigkszg niz Gulden F1 liczba ktoskow
w klosie, podczas gdy wsrod mieszancow linii NS1P nie byto zadnego takiego obiektu.

Ze wzgledu na zaobserwowane roznice w obrgbie obiektow doswiadczenia dotyczace
dtugosci ktosow 1 liczby kloskow w klosie, obliczono parametr okreslany jako zbito$¢ ktosa
(odpowiadajacy $redniej liczbie kloskow na 10cm osadki ktosowej). Odmiana wzorcowa
Gulden F1 miata stosunkowo krotkie klosy, ale o do$¢ duzym poziomie zbitosci. Wsrdd
badanych obiektow doswiadczenia tylko kilka mieszancoOw z udzialem linii matecznej
S82P/05 doréwnywato wzorcowi lub go przewyzszato poziomem zbitosci. Wszystkie
eksperymentalne mieszance z udziatem linii matecnej NS1P mialy ktosy luzniej upakowane
niz odmiana Gulden F1. Wyniki te sg zbiezne z obserwacja dokonang w roku 2024, kiedy
srednia zbito$¢ klosa dla mieszancow z udziatem NSI1P (31,57) byla wyraznie mniejsza niz
wtedy, gdy linig mateczng byta S82P/05 (35,08). Mieszance, w ktorych formg ojcowska byty
linie z serii InA mialy klosy o nico wigkszej zbitoSci niz te z udziatem linii InB (Srednia
roznica w wartosciach zbitosci na poziomie 1,5-2,0 byta zauwazalna w mieszancach z obiema
liniami matecznymi).

Srednia masa ziaren w klosach odmiany wzorcowej Gulden F1 w catym do$wiadczeniu
wynosita 2,71g. Wartos$ci tej cechy podlegaty do$¢ duzemu zréznicowaniu w zaleznosci od
lokalizacji poletek w doswiadczeniu. UsSrednione wartosci z powtérzen wskazuja, ze
wigkszo$¢ badanych mieszancow ekeperymentalnych charakteryzowata si¢ podobnym do
wzroca plonem ziarna z pojedynczego klosa. Zauwazalnie mniejszg mase¢ ziaren z klosa
(ponizej 2,5g) odnotowano dla pigciu obiektéw doswiadczenia: NSIP x InB 021, NS1P x
InB 011, NS1P x InB 027, NS1P x InB 029 i S82P/05 x InA 083. Znaczna liczba
mieszancow eksperymentalnych tworzyta w klosach ziarno o masie wigkszej niz wzorzec.
Mase ziarna z klosa przekraczajaca 3,2g odnotowano dla dziewigciu mieszancow: NS1P x
InA 041, NS1P x InA_086, S82P/05 x InA_006b, S82P/05 x InA_013, S82P/05 x WMI8R,
S82P/05 x InA_003, S82P/05 x InA_061, S82P/05 x InA_ 031, S82P/05 x InA_081. Przy
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porownaniu do wynikow analogicznego do$§wiadczenia z 2024 roku mozna zauwazy¢, ze
odmiana wzorcowa w drugim roku badan dawata stabszy plon z pojedynczych klosow
(Srednio 2,94g w 2024 vs. 2,71g w 2025), a jednoczesnie znaczna czg$¢ mieszancoOw
eksperymentalnych charakteryzowata si¢ lepszg produktywnos$cig ktoséw niz w poprzednim
sezonie wegetacyjnym. Badana cecha charakteryzuje si¢ duza zmienno$cig srodowiskowa.
Zaden z wymienionych mieszancéw o najwiekszej produktywnoséci klosow nie nalezal do
mieszancoéw charakteryzujacych si¢ najwigksza masa ziarna z ktosa w doswiadczeniu z 2024
roku.

Podsumowujac wyniki analizy fenotypowej w obrebie doswiadczenia polowego: oceniono 5
cech bezposrednio w materiale badawczym oraz dodatkowo wykonano obliczenia w celu
scharakteryzowania zbitosci ktosa, jako cechy pochodnej. Fenologi¢ mieszancow oceniono w
oparciu o terminy kloszenia i kwitnienia — zaobserwowana zmienno$¢ byta niewielka w
warunkach pogodowych sprzyjajacych do$¢ dynamicznemu przebiegowi tych etapow
zyciowych ro$lin. Pozostate cechy, ktére analizowano charakteryzowaty si¢ wzglednie duza
zmiennoscia.

Mieszance oceniane fenotypowo w dwuletnim doswiadczeniu nie byly bezposrednio
analizowane genetycznie, ale zarowno dwie hodowlane linie mateczne, jak i1 zestaw linii
ojcowskich byl genotypowany mateda DArTseq w ramach realizacji zadania badawczego w
2023 roku oraz przy pomocy markerow GBSt w roku 2024. Uzyskane dane dla linii
rodzicielskich pozwalaja na oszacowanie poziomu heterozygotycznosci w koncowych
mieszancach. Podstawa dla wynikow byly dane genotypowe (markery SNP i Silico-DArT). Z
ogolnej puli 57100 markerow SNP nieco ponad 31 tysiecy markeréw miato informatywny
charakter dla kombinacji mieszancowych z udziatem obu linii matecznych (dla mieszancow z
NSI1P byto to 31115 markeréw SNP, a dla S82P/05 — 31012 markerow). W obrebie tych
markerow przeci¢tnie okoto 8000 bylo w stanie heterozygotycznym (Srednio 23,4%
markerow SNP w obu kombinacjach mieszancowych z udzialem mgskosterylnych linii z
hodowli Danko i Poznanska Hodowla Roslin). Frekfencja heterozygotycznych loci SNP byta
do$¢ zroznicowana zaleznie od kombinacji krzyzowania. Najmniej heterozygotyczne
mieszance charakteryzowaly si¢ udziatlem heterozygotycznych loci na poziomie okoto 16%, a
najbardziej heterozygotyczne osiggaty poziom 27%.

Pula markeréw Silico-DArT uzyta do oceny heterozygotycznosci mieszancéw byta duzo
liczniejsza niz SNP: bylo tych markeréw pierwotnie 102602. Po odrzuceniu markerow o
malej wiarygodnosci do analiz uzyto ponad 100 tysigcy markerow dla mieszancoOw z obiema
lintami hodowlanymi. Wsrdd tych markeréw heterozygotyczny charakter loci w kazdym
mieszancu oszacowano w przedziale od nieco ponad 25 tysiecy do ponad 34 tysigce. Srednia
liczba loci heterozygotycznych to okoto 29900 dla catego kompletu badanych w
doswiadczeniu polowym obiektow. Frekwencja loci heterozygotycznych wykrywanych przez
markery Silico jest nieco wigksza niz wskazywanych przez markery SNP ($rednia
heterozygotycznos$¢ loci SNP w badanym materiale to okoto 23,5%, a loci Silico powyzej
29,5%). Nie mozna wykluczy¢, ze dane dla markerow Silico sg nieco zawyzone z uwagi na
ich mniejsza informatywno$¢. Sa to markery o charakterze dominujagcym 1 czgstotliwosé
wytypowanych roznic mogta zosta¢ zawyzona jako efekt niewykrycia heterozygotycznych
loci obecnych w liniach rodzicielskich (markery SNP pozwalaja na jednoznaczne wskazanie
loci homozygotycznych u obu rodzicow, dzigki czemu wynik analizy bioinformatycznej jest
bardziej precyzyjny).

Genotypowanie metoda GBSt: Srednio dla pojedynczej linii wygenerowano ponad 9 min
odczytow sekwencyjnych. Sposréd nich 84,1% (ok. 7,6 mln) zmapowano i1 prawidlowo
sparowano (wykorzystano do tego ztozenie genomu zyta nr GCA 965641915.1). Na bazie tej
frakcji przeprowadzono identyfikacj¢ polimorfizméw sekwencyjnych (polimorficznych loci
markerow GBS-t), ktorych znaleziono prawie 750 tys. W tej puli ok. 86,4% stanowily
polimorfizmy bialleliczne o wysokiej jakosci, sposrdd ktorych wybrano te, dla ktorych liczba
nieokreslonych genotypow (w analizowanym zestawie linii) nie byta wyzsza od 5. Takie
polimorfizmy stanowity 7,82% puli poczatkowej. Wsrod nich 58 513 polimorfizmoéw (ok.
7,81% puli poczatkowej) wykazywato obecno$¢ wyltacznie wariantow (alleli) wystepujacych
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takze u linii rodzicielskich 541N oraz WMI8R. W kolejnym etapie selekcji pozostawiono
wytacznie polimorfizmy znajdujace si¢ w odleglosci wiekszej niz 10 kb — byto ich 4 394 (ok.
0,6% puli poczatkowej). W obrgbie tej grupy okreslono udziat poszczegdlnych typow
polimorfizméw sekwencyjnych. Najwigcej zidentyfikowano polimorfizmoéw SNP (ang. single
nucleotide polymorphisms) — byto ich 3677, co stanowi 83,7% wyselekcjonowanej puli.
Znacznie mniejszg cz¢S¢ stanowity polimorfizmy MNP (ang. multiple nucleotide
polymorphisms) i indele — byto to odpowiednio 8 oraz 8,3%.

Temat badawczy 2

Mapowanie gendéw przywracajacych meska ptodnos¢ u zyta z cytoplazma P

Cel tematu badawczego: Ocena fenotypowa i genotypowa populacji mapujacej F2 oraz
weryfikacja metoda real-time PCR réznic w ekspresji genow wskazanych w analizie RNAseq.

Wyniki
Rosliny populacji mapujacej F2 mieszanca [NSIP x NIL541P-4] charakteryzowaty si¢

stabym krzewieniem i duza sktonnoscig do wylegania oraz ogoélnie matym wigorem. Duza
cz¢s$¢ populacji nie przetrwata zimy 1 ostatecznie ocene fenotypowa wykonano dla 100 roslin.
Wyniki ocen mgskiej ptodnosci przeprowadzonych w oparciu o obserwacje wzrokowe i tych
wynikajacych z oceny skuteczno$ci zawigzywania ziaren w izolowanych ktosach byty wysoce
zgodne. Wspodtczynnik korelacji obliczony dla wynikow tych ocen to 0,914. Wyniki testu
Chi-kwadrat wskazuja, ze wbrew oczekiwaniom, przywracanie mgskiej ptodnosci w
pokoleniu F2 mieszanca [NS1P x NIL541P-4] pozostawato pod kontrolg wigcj niz jednego
genu. Zarowno wyniki oceny wzrokowej, jak 1 zawigzywania ziarna w izolowanych klosach
wykazywaly wysoce istotng statystyczng niezgodno$¢ z oczekiwaniami dla cechy
dziedziczonej monogenicznie.

Wyizolowane z osobnikow populacji mapujacej DNA postuzylo do genotypowania roslin
metoda DArTseq oraz z pomocg czterech markeréw PCR-SCAR z chromosomu 4RL.
Analizy DArTseq pozwolilty na uzyskanie danych genotypowych dla ponad 19 tysiecy
markerow, z czego 69019 markeréw miato charakter kodominujacy (markery SNP), a 124636
charakter dominujacy (markery Silico-DArT). Po usunigciu ze zbioru danych markerow
nieinformatywnych (markeréw monomorficznych oraz tych, ktore segregowaly w sposob
niezgodny z mdelem dziedziczenia jednogenowego) pozostate dane uzyto do utworzenia
mapy genetycznej badanego mieszanca. Grupy markerdw sprzezonych tworzono przy uzyciu
programu komputerowego JoinMap 5.0 stosujgc poziom istotnosci LOD=8. Ogobdlem
utworzona mapa genetyczna sktadata si¢ z 32442 markerow. Kazdy chromosom byt pokryty
przez okoto 4-5,5 tysiecy markerow: najmniej markerow (3951) znalazlo si¢ na mapie
chromosomu 3R, a najwigcej (5518) na 4R.

Zmapowane markery uzyto do poszukiwania zwigzku z przywracaniem meskiej ptodnosci w
badanym mieszancu F2. Wykorzystano do tego celu test nieparametryczny Kruskala-Wallisa,
a obliczenia wykonano w programie MapQTL 5.0. Ogoétem wytypowano 235 markerow
istotnie skorelowanych z badang cecha, wérdd ktérych az 218 byto zmapowanych na
chromosomie 4R. Pozostate markery istotnie zwigzane z pyleniem ro$lin zostaly zmapowane
na chromosomach 5R (15 markeréw) i 6R (2 markery).

Uzupehienie genotypowania metoda DArTseq stanowily analizy z wykorzystaniem
tradycyjnych markeréw PCR-SCAR. Wsrdd testowanych markerow SCAR jeden (d508318)
nie ujawnit polimorfizmu — wszystkie osobniki populacji mapujacej charakteryzowaly sig
obecno$cig tego samego allelu. Trzy kolejne markery: d505904, SCSz334L700 i
SCSz670L900 ujawniaty rdznice genetyczne w obrebie badanej populacji. Dwa pierwsze z
wymienionych markerow charakteryzowaly si¢ dominujagcym typem dziedziczenia:
polimorfizm ujawniany w populacji F2 objawiat si¢ obecnoscig produktu amplifikacji w
homozygotach dominujacych (referencyjnych) oraz w heterozygotach, a brak produktu
charakteryzowal homozygoty recesywne (alternatywne). W przypadku markera d505904
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liczebnos¢ genotypdéw z prazkami markerowymi (produktami amplifikacji) oraz tych bez
prazkow odbiegata od teoretycznych oczekiwan dla cech jednogenowych (warto§¢ Chi2 przy
1 stopniu swobody = 19,92). Segregacja alleli w populacji F2 dla markera SCSz334L700 nie
odbiegata od teoretycznych zatozen (wartos¢ Chi2 przy 1 stopniu swobody = 1,97).

Marker SCSz670L900 ma charakter kodominujacy. Allele typu referncyjnego charakteryzuja
si¢ produktem amplifikacji o dtugosci ok. 950 par zasad, a allele wariantu alternatywnego
produktami o dtugosci ok. 900 pz. Heterozygoty ujawniane s3 w analizach PCR jako formy
generujace powstanie dwoch produktéw amplifikacji widocznych w postaci dwoch lezacych
blisko siebie prazkow. Segregacja markerow SCSz670L900 w populacji mapujacej [NS1P x
NIL541P-4]F2 byta zgodna z modelem dziedziczenia jednogenowego (warto$¢ Chi2 przy 2
stopniach swobody = 2,78).

Potencjalny zwigzek migdzy markerami a przywroceniem meskiej plodnosci u roslin
populacji mapujacej oceniono przy uzyciu testu Kruskala-Wallisa. Z uwagi na brak
polimorfizmu dla markera d508318 zostat on pominigty w analizie. Wyniki testu wskazujg na
brak zwigzku markera d505904 z cechg. Rozdzielenie osobnikdéw populacji mapujacej na te z
allelami referencyjnymi oraz z allelami alternatywnymi skutkowal obecnosciag w obu grupach
roélin sterylnych i ptodnych. Srednia wartoéé cechy dla obu grup miescita si¢ w kategorii
form posrednich (4,5-5,5 w ocenie wzrokowej i okoto 50% zawigzanych ziaren).

Wyniki dla dwoch pozostatych markerow SCAR wskazuja na statystycznie wysoka istotno$é
zwigzku z fenotypami roslin. W przypadku obu tych markeréw wybor alleli alternatywnych
skutkowal wyselekcjonowaniem grupy roslin, w ktorych przewazaly formy meskosterylne
(Srednia warto$§¢ cechy dla tych grup roslin wynosita ponizej 3 w skali Geigera i
Morgensterna oraz ponizej 10% skutecznos$ci zawigzania ziaren w izolowanych klosach).
Potencjalna uzyteczno$¢ markerdw przy selekcji form pylacych jest uzalezniona od typu
markera. Marker SCSz334L700 ze wzgledu na brak mozliwos$ci odrozniania heterozygot jest
mniej informatywny, a w zwigzku z tym mniej skuteczny. Grupa ro$lin z alleliami
referencyjnymi charakteryzowata si¢ usredniong wartoscig oceny wzrokowej w skali Geigera
1 Morgensterna (1975) na poziomie 5,79 oraz $rednig skuteczno$cig osadzania ziaren okolo
64%. Marker SCSz670L900 daje mozliwos¢ wyselekcjonowania homozygot typu
referencyjnego, ktore w ocenie wzrokowej uzyskaly srednig ocene powyzej 7 przy ponad 88%
zawigzanych ziaren w izolowanych ktosach. Formy heterozygotyczne wskazywane przez
marker SCSz670L900 charakteryzowaly si¢ posrednimi warto$ciami badanych cech w
poréwnaniu do homozygot typu referencyjnego i alternatywnego.

Wyniki real-time RT-PCR:

Analizami real-time RT-PCR objeto dwie linie CMS — 541C i1 541P — oraz dwie linie z
przywrdécong ptodnoscia — NIL541C-20 1 NIL541P-5. Badano transkrypty pieciu gendow
wytypowanych na bazie eksperymentu RNA-seq, ktory zostal opisany w sprawozdaniu za rok
2024. Byly to geny opatrzone oznaczeniami 4-356, 4-018, 4-625 , 4-838, 7-626 — wszystkie
kodowaty bialka PPR (ang. pentatricopeptide repeat proteins). Analiza ekspresji wykazata
wyrazne réznice w akumulacji wiekszosci badanych transkryptow — byty to zarowno réznice
ilosciowe jak 1 jakoSciowe.

Poziom akumulacji transkryptu 4-356 byt ponad 5-krotnie wyzszy w liniach z przywrdcong
ptodnosciag — NIL541C-20 i NIL541P-5 — w poréwnaniu do linii CMS — 541C 1 541P.
Zalezno$¢ ta byla obserwowana zaréwno dla pary linii z cytoplazma C jak 1 dla pary z
cytoplazma Pampa.

Analiza ekspresji genu 4-018 pozwolita okresli¢ ilosciowa roznice w akumulacji mRNA tylko
dla pary linii z cytoplazmg P. W tym przypadku poziom badanego transkryptu byt okoto 21-
krotnie wyzszy u linii z przywrocong ptodnoscig w poréwnaniu do linii CMS. Nalezy jednak
zaznaczy¢, iz amplifikacj¢ stwierdzono tylko u trzech z pigciu badanych roslin linii CMS. U
dwoch roslin meskosterylnych produktu amplifikacji nie wykryto. Natomiast dla pary linii z
cytoplazma C okreslenie iloSciowej rdznicy w ekspresji genu 4-018 nie bylo mozliwe, gdyz
produkt amplifikacji nie zostat wykryty u Zadnej ros§liny meskosterylnej (z linii 541C).
Analiza ekspresji genu 4-625 wykazata zupetny brak odpowiedniego produktu amplifikacji u
roslin z obu linii meskosterylnych. Z tego wzgledu nie byto mozliwe okreslenie ilosciowych
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réznic w ekspresji pomi¢dzy liniami CMS 1 liniami z przywrdcong ptodno$cig. Wobec braku
produktu PCR we wszystkich probach z roslin me¢skosterylnych, przy jednoczesnej jego
obecnosci we wszystkich probach z roslin meskoptodnych, nalezy przyja¢, iz zaréwno dla
cytoplazmy C jak 1 cytoplazmy P badana réznica w ekspresji genu 4-625 ma charakter
jakosciowy. Kontrolnie dla linii 541C i NIL541C-20 wybrane proby z tego eksperymentu
poddano elektroforezie w natywnym zelu poliakrylamidowym. Analiza ta potwierdzita
jakosciowy charakter roznicy w akumulacji transkryptu genu 4-625.

Podobnie analiza transkrypcji genu 4-838 wykazata zupetny brak odpowiedniego produktu
amplifikacji u roslin z obu linii meskosterylnych. Z tego wzgledu nie byto mozliwe okreslenie
ilo§ciowych roznic w ekspresji pomiedzy liniami CMS i liniami z przywrdcong ptodnoscia.
Wobec braku produktu PCR we wszystkich probach z roslin meskosterylnych, przy
jednoczesnej jego obecnosci we wszystkich probach z roslin meskoptodnych, nalezy przyjac,
1z zaréwno dla cytoplazmy C jak i cytoplazmy P badana r6znica w ekspresji genu 4-838 ma
charakter jakoSciowy.

W przypadku transkryptu genu 7-626 nie obserwowano istotnych réznic w akumulacji
pomiedzy liniami meskosterylnymi a ich mg¢skoplodnymi odpowiednikami. W obrgbie pary
linii z cytoplazma C jak i w obrgbie pary linii z cytoplazma P poziom akumulacji tego mRNA
byt na zblizonym poziomie.

Temat badawczy 3

Genotypowanie mieszancow i ich komponentow nakierowane na efekt heterozji i geny
plodnosci

Cel tematu badawczego: Wstgpna ocena zroznicowania genetycznego w obrebie linii
uzywanych w aktualnych programach hodowlanych 1 wytworzenie mieszancow
eksperymentalnych z udziatem genotypowanych linii

Wyniki
W rezultacie analizy wynikow otrzymanych w ramach tematéw badawczych nr 1 i 2 oraz

mapowania markerow do genomu referencyjnego zyta (Rabanus-Walles i in. 2021) dokonano
wstepnego wytypowania regionéw przydatnych do kierowanego resekwencjonowania
wybranych obszaréw genomu (ang. NGS targeted resequencing). W wigkszos$ci przypadkow
zastosowanie zaprojektowanych starterow pozwolito na uzyskanie oczekiwanych produktow
amplifikacji. Zadnych produktéw amplifikacji nie otrzymano dla czterech markerow:
MsZUT62, MsZUT80, MsZUTS81 1 MsZUTS82. W przypadku 27 markerow zaobserwowano
widoczny na elektroforegramach polimorfizm produktow amplifikacji. Markery ujawniajace
polimorfizm genetyczny na etapie amplifikacji fragmentow DNA moga znalez¢ zastosowanie
do badan genetycznych materiatow hodowlanych na drodze klasycznych analiz PCR, ale gdy
polimorfizm ten jest zwigzany z brakiem produktow amplifikacji w niektorych genotypach
stwarza to trudno$¢ w planowanych analizach sekwencyjnych (brak produktu amplifikacji
poddanego sekwencjonowaniu skutkuje brakiem danych wynikowych). W zwigzku z tym
markery takie nie nadaja si¢ do planowanych analiz opartych o NGS. Niestety licznym
produktom amplifikacji towarzyszyta obecnos¢ dodatkowych, nieoczekiwanych amplikonow.
Markery te réwniez nalezalo wykluczy¢ z planowanych analiz sekwencyjnych. W rezultacie
zaledwie okoto 50% testowanych markerow dawato pojedyncze produkty amplifikacji o
oczekiwanej dlugosci, co predystynuje te markery do analiz sekwencyjnych w celu
identyikacji polimorfizmoéw pojedynczych nukleotydéw (SNP).

Zestaw 125 linii 1 mieszancoOw hodowlanych genotypowano przy uzyciu techniki DArTseq.
Analizy zréznicowania genetycznego w obrebie badanych linii oparto o dane dla 124636
markeréw Silico DAtT. Linie i mieszance pochodzace z programu hodowlanego Poznanskiej
Hodowli Roslin analizowano oddzielnie od obiektow pochodzacych z Hodowli Roslin Danko.
Wspotczynniki podobienstwa genetycznego pomig¢dzy liniami i mieszancami PHR miescity
si¢ dos¢ szerokim zakresie od 0,68 do 0,92. Najwigkszy poziom podobienstwa odnotowano
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dla par obiektow oznaczonych jako PL10 2025 i PL23 2025 (wspotczynnik podobienstwa
0,92) oraz PL21 2025 1 PL25 2025 (wsp. réwny 0,90). Najwiekszy poziom zmiennoS$ci
genetycznej ze wspotczynnikami podobienstwa na poziomie 0,68-0,69 zaobserwowano dla
szeSciu obiektow tworzacych dwie alternatywne grupy: do pierwszej nalezaly obiekty
oznaczone jako PL37 2025 i PL39 2025, ktére bardzo wyraznie odrozniaty si¢ od czterech
genotypow tworzacych drugg grupe: PZ23 2025, PZ32 2025, PZ34 20251 PZ38 2025.
Genotypy pochodzace z programu Hodowli Ros$lin Danko reprezentowaty 45 linii i
mieszancow, ale czg$¢ mieszancoOw byla analizowana w 2-3 powtorzeniach (izolowano DNA
z 2-3 odrebnych roslin danego mieszanca, ktérych warianty oznaczano w nazwach obiektow
literami a, b i ¢). W sumie analizami obj¢to 85 obiektéw. Najwigkszy poziom genetycznego
podobienstwa miedzy badanymi obiektami (wspotczynnik podobienstwa rowny 0,92)
odnotowano dla pary genotypow d10-2025 i d11-2025. Pojedyncze ro$liny reprezentujace te
same mieszance wykazywaly znaczace podobienstwo genetyczne, ale wartosci
wspolczynnikéw podobienstwa byly nieco nizsze niz dla wyzej wspomnianej pary linii i na
ogot miescity si¢ w granicach 0,86 do 0,89. Wynik ten wskazuje, ze badane mieszance nie
byty w petni homogeniczne. Na dendrogramie mozna tez wyrdzni¢ dwie mocno odrebne
genetycznie grupy obiektow. Mniejsza z nich zawiera 12 genotypdéw. Nalezg do tej grupy
linie: d1 2025, d2 2025, d3-2025 i d4-2025 oraz mieszance: d25b 2025, d26a 2025,
d26b 2025, d26¢ 2025, d27a 2025, d27b 2025, d28a 2025 i d28b 2025. Druga grupa
obejmuje wszystkie pozostale badane genotypy. Réznice genetyczne miedzy obiektami
reprezentujagcymi obie odrgbne grupy przeklada si¢ na niskie warto$ci wspotczynnikow
podobienstwa pomigdzy nimi, ktére w licznych przypadkach mieszcza si¢ w granicach od
0,69 do 0,72.

Zatacznik:

Poster opisujacy wyniki uzyskane w 2024 roku:

Stojatowski S., Bienias A., 2025. DArTseq markers associated with restoration of male fertility in the
F2 population of unregistered Polish hybrid cultivar RPD1273. INTERNATIONAL SYMPOSIUM
ON RYE BREEDING & GENETICS 17-19 June 2025, Tartu, Estonia, Book of Abstracts: 34:
https://ryest2025.ee/userfiles/ryest2025/RYEST abstract book 2025 2.pdf
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