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WSTEP | CEL PRACY

Cytoplazmatyczno-genowa megska sterylno§¢ (CGMS) jest zjawiskiem szeroko
wystepujacym w $§wiecie roslin oraz powszechnie wykorzystywanym w hodowli wielu
gatunkow roslin uprawnych (Majewska-Sawka i Sadoch, 2003). Rosliny posiadajace ten typ
sterylnosci sg niezdolne do produkcji pytku, badz produkowany pytek jest nieptodny
(Edwardson, 1962; Levings, 1993). Z punktu widzenia hodowli jest to bardzo pozadane
zjawisko pozwalajace na unikni¢cie samozapylenia w liniach matecznych (Hassan, 2015). Z
uwagi na wyeliminowanie czaso - i kosztochtonnego procesu kastrowania ros$lin linii
matecznych, meskosterylne linie sg obiektem zainteresowania w procesie produkcji nasiennej
odmian mieszancowych wielu gatunkéw roslin, w tym kukurydzy. Hodowla odmian
mieszancowych z wykorzystaniem linii m¢skosterylnych wymaga wytworzenia stabilnych w
roznych $rodowiskach, sterylnych linii matecznych oraz odpowiednich linii ojcowskich
posiadajacych geny przywracania ptodnos$ci pytku (restoracji). Transformacja ta jest mozliwa
jedynie w przypadku poznania reakcji konkretnych linii na poszczegélne typy cytoplazm
meskosterylnych. W kukurydzy wyr6zniamy trzy gtéwne typy cytoplazm meskosterylnych:
cms-T (Texas), cms-S (USDA) oraz cms-C (Charrua).

W przypadku kukurydzy megska sterylno§¢ warunkowana jest mutacjami
mitochondrialnego DNA, ktére powodujg zaburzenia produkcji pylku przez rosling. W
cytoplazmie T oraz C wystepuje meska sterylnos$¢ typu sporofitycznego- w wyniku zatamania
si¢ komorek tapetum, uniemozliwiona badz zaburzona, jest produkcja pytku (Warmke i Lee,
1977). Cytoplazma S charakteryzuje si¢ gametofitycznym typem sterylnosci - produkowany
pylek jest niezywotny (Hanson i Bentolia, 2004). Przywracanie plodnosci pytku w roslinach
posiadajacych sterylng cytoplazme (tzw. restoracja) jest mozliwe przy udziale gendéw
jadrowych (gendéw Rf = restorer of fertility). Przywracanie ptodnosci pytku jest procesem
ztozonym, czg¢sto uwarunkowanym obecnoscig kilku wspotdziatajacych genoéw Rf, a takze w
duzej mierze zaleznym od warunkow srodowiska. Ztozono$¢ procesu restoracji zwigzana jest z
rzadkim wystepowaniem genow Rf w puli genowej, a takze ze wspoéldziataniem wielu
komplementarnych genow, ktére w przypadku braku glownego genu Rf, cze$ciowo
przywracaja ptodno$¢ (Kohls 1 in.; Slischuk 1 in., 2011). Doniesienia literaturowe sugeruja, iz
zarowno cecha meskiej sterylnosci, jak 1 przywracanie ptodnosci pytku, sa uzaleznione od
wpltywu czynnikoéw srodowiskowych (Duvick, 1965; Weider i in., 2009). W ostatnich latach, z
uwagi na problematyke koegzystencji upraw roslin genetycznie zmodyfikowanych i
konwencjonalnych, badania nad systemem CGMS w kukurydzy zyskaty rowniez dodatkowy
aspekt. Zastosowanie w materiale siewnym ro$lin ptodnych (niezmodyfikowanych
genetycznie) oraz roslin meskosterylnych (zmodyfikowanych genetycznie) pozwala na
ograniczenie rozprzestrzeniania si¢ pytku kukurydzy zmodyfikowanej genetycznie, bez
koniecznosci rezygnacji z pozytywnych aspektow modyfikacji genetycznych (np. odpornosci
na szkodniki) (Feil i in., 2003; Biickmann i in., 2017). Obecnie badania nad meska sterylnoscia
w kukurydzy koncentruja si¢ gldwnie na poznaniu czynnikow wplywajacych na stabilnos¢ tej
cechy oraz ulepszeniu metod molekularnych pozwalajacych na identyfikacj¢ genoéw Rf.

Pierwsze polskie prace badawczo-hodowlane nad zjawiskiem meskiej sterylnosci oraz
liniami przywracajgcymi ptodnos¢ u kukurydzy podjeto w 1956 r. w Smolicach (Krolikowski,
1963). Koncentrowaty si¢ one glownie na poszukiwaniu zroédet meskiej sterylnosci oraz zrodet



genow przywracajacych ptodnos¢ w krajowych oraz zagranicznych materiatach hodowlanych.
Epidemia Southern Corn Leaf Blight, ktora w latach 70. ubiegtego wieku, zdziesigtkowata
plantacje nasienne odmian kukurydzy z cytoplazmg T w USA, spowodowata porzucenie prac
nad wdrozeniem systemu CMS do krajowych programoéw hodowlanych. Ponizsza praca
stanowi probe ponownego podjecia tematyki zwigzane] z mozliwoscia wykorzystania
cytoplazmatyczno-genowej meskiej sterylnosci w krajowych programach hodowli odmian
mieszancowych kukurydzy.

Celem pracy jest zbadanie interakcji genéw jadrowych wybranych linii wsobnych kukurydzy z
cytoplazmami cms-C i cms-T indukujacymi meska sterylnos¢ w kukurydzy. Ponadto zostanie
okreslony wpltyw cytoplazmy meskosterylnej na plonowanie oraz cechy agronomiczne
mieszancoéw Fi1 kukurydzy.

Hipoteza badawcza |I: Linie wsobne kukurydzy wykazujg zréznicowang interakcje genow
jadrowych z cytoplazmami sterylizujacymi C i T. Zroznicowanie to wynika z obecno$ci

réznych genoéw przywracajacych plodno$¢ (w stopniu catkowitym badz czesciowym) lub
dopetniajacych sterylnos¢ w puli genowej kukurydzy.

Hipoteza badawcza II: Typ cytoplazmy wptywa na plonowanie, cechy agronomiczne oraz sktad
chemiczny ziarna pokolenia Fi. Wpltyw ten warunkowany jest dziedziczeniem cytoplazmy
przez potomstwo.

MATERIAL | METODYKA BADAWCZA

Okreslenie interakcji gendw jadrowych linii wsobnych z cytoplazmami sterylnymi Ci T
Materiat badawczy stanowito facznie 57 linii, w tym:

- 37 linii wsobnych pozyskanych z Matopolskiej Hodowli Ros$lin Sp. z o. o,

- 18 linii wsobnych z Hodowli Ros$lin Smolice Sp. z 0. o, Grupa IHAR,

- 1 linia z zasoboéw Pracowni Kukurydzy i Pszenzyta IHAR-PIB,

- 1 historyczna linia pochodzaca z HR Smolice, obecnie znajdujaca si¢ w zasobach Krajowego
Centrum Roslinnych Zasobéw Genowych w Radzikowie

Linie dobrano tak, aby reprezentowaty zr6znicowane pochodzenie (grupy heterogeniczne). 39
linii charakteryzowalo si¢ ziarnem typu dent, 10 linii posiadato ziarno typu flint, 8 linii
reprezentowato typy posrednie (2 linie typu semiflint, 6 linii typu semident). Jako zrodia
cytoplazm sterylnych C i T wykorzystano linie Tc 208-cms C oraz Tc 208-cms-T, otrzymane z
Agricultural Research and Development Station (ARDS) w Turdzie (Rumunia).

W 2012 roku w wyniku krzyzowania badanych linii wsobnych ze Zrédtami cytoplazm
meskosterylnych Tc 208-cms C oraz Tc 208-cms-T wytworzone zostaly potomstwa Fi.
Krzyzowanie Zrodet cytoplazm sterylnych z liniami wsobnymi prowadzono r¢cznie, nanoszac
pylek na wczesniej zaizolowane znamiona. Kontrolowano rowniez meskg sterylnos¢ Zrodet
cytoplazm Ci T.

W wytworzonych potomstwach oraz w kolejnych pokoleniach uzyskanych w wyniku
krzyzowan wstecznych (BCi, BC; i BCs) okre$lona zostala interakcja pomigdzy genami



jadrowymi a cytoplazma, na podstawie wizualnej oceny jakos$ci oraz ilosci pylnikow wedtug
skali opracowanej przez Kohls i in., (2011).

W celu kwantyfikacji ilosci wyrzucanych pylnikéw zastosowano nastepujacg skale (Kohls i in.,
2011):

- 1 - ponad 75% pylnikéw na wierzchu,

- 2 - 50-75% pylnikéw na wierzchu,

- 3 - 25-50% pylnikéw na wierzchu,

- 4 - 5-25% pylnikéw na wierzchu,

- 5-0-5% pylnikoéw na wierzchu,

- 6 - brak wyrzutu pylnikow.

W pracy zastosowano nastepujaca skalg wizualnej oceny jakosci pylnikow:
- 1 (a) - normalne, petne pytku, pekajace pylniki,
- 2 (b) - pojedyncze pomarszczone pylniki, petna produkcja pytku,

- 3 (€) - duzo pomarszczonych pylnikow, zredukowana produkcja pytku,

- 4 (d) - tylko pomarszczone pylniki, pytek produkowany w minimalnej iloSci,
- 5 (e) - puste pylniki, brak pytku,

- 6 (f) - brak pylnikow.

Nasiona uzyskane w wyniku krzyzowan zrédet cytoplazm T i C z wybranymi liniami
wsobnymi, wykorzystano do zalozenia szkétki polowej, na ktoérej prowadzono obserwacje.
Szkoétka polowa zostata zatozona na polu IHAR-PIB w Radzikowie (woj. mazowieckie).
Obserwacje dotyczace jako$ci oraz ilosci pylnikow oraz terminu kwitnienia prowadzono
codziennie, w godzinach przedpotudniowych, przez okres dwoch tygodni. Poczatkiem
obserwacji byl dzien rozpoczgcia kwitnienia wiech w najwcze$niejszym obiekcie, koncem
obserwacji byt dzien zakonczenia pylenia przez najpdzniejszy obiekt. Obserwacje prowadzono
na 25 roslinach/badany obiekt.

Ostateczna ocena odzwierciedlata §rednie wyniki oceny jakosci pylnikow oraz ostatnig oceng
ich 1losci. W badanych pokoleniach okreslono rowniez interwat (w dniach) pomiedzy pyleniem
wiech a kwitnieniem kwiatostanéw zefiskich (ASI = anthesis-silking interval). W przypadku
gdy wiechy zaczynaty kwitna¢ przed znamionami ASI = 0. Na podstawie wynikow wizualnej
oceny ilosci 1 jakos$ci pylnikdw oraz warto$ci bezwzglednej ASI, obliczono warto$¢ indeksu
restoracji, co pozwolilo sklasyfikowa¢ badane linie wedlug stopnia przywracania ptodnosci.
Przyjmujac zasade, 1z im wyzsza warto$¢ indeksu restoracji, tym nizszy poziom przywracania
ptodnosci, wyr6zniono trzy grupy linii:

- linie przywracajgce meskq ptodnosc danej cytoplazmie sterylnej w stopniu catkowitym: jakos¢
pylnikow 1-2; ilo$¢ pylnikéw 1-2; wiechy zaczynaja pylenie przed kwitnieniem znamion, w
tym samym czasie (ASI = 0) lub do 4 dni po (ASI = 4); Indeks restoracji = 2-8.



- linie przywracajgce meskq plodnos¢ w stopniu czesciowym: jako$¢ pylnikow 3-4; ilos¢
pylnikow 3-4; pylenie wiech i znamion rozmija si¢ w czasie powyzej 4 dni; Indeks restoracji >
8.

- linie dopetniajgce sterylnos¢ (nieprzywracajgce ptodnosci): jakos¢ pylnikow: 5/6, ilos¢
pylnikow: 5/6; indeks restoracji: brak

Okreslenie wplywu cytoplazmy na cechy agronomiczne i sktad ziarna mieszancéw
W celu okreslenia wptywu cytoplazmy na cechy agronomiczne oraz sktad ziarna pokolenia F1
wykorzystano pokolenie F1 uzyskane na drodze krzyzowania nastepujacych komponentow:

e jako formy mateczne: 3 formy z cytoplazmg T oraz 3 analogiczne formy z cytoplazmag
normalng (N). Wszystkie formy mateczne zostaly pozyskane z Hodowli Roslin
Smolice.

e jako formy ojcowskie: linii wsobnych SR10 oraz K154, ktorych wtasciwosci restorujace
wzgledem cytoplazmy T zostaty zidentyfikowane w czasie realizacji badan, oraz 4 linii
wsobnych bedacych restorerami dla cytoplazmy T (TC109A, TD288Tu, TD263, TE
229), pozyskanych z ARDS Turda.

W 2016 roku w oparciu o me¢skosterylne komponenty mateczne, ich ptodne analogi, a takze
linie wsobne przywracajace ptodnos$¢ pytku cytoplazmie T zostalo wytworzone pokolenie Fi.
W latach 2017 - 2018 z wytworzonymi mieszancami F1 zostaly zatozone w Radzikowie (woj.
mazowieckie) doswiadczenia polowe, w ktorych oceniony zostal wplyw cytoplazmy
sterylizujacej pytek na plonowanie. W badanych mieszancach wykonano obserwacje dotyczace
jakosci oraz ilosci wyrzucanych pylnikow, a takze okreslono interwat pomigdzy kwitnieniem
wiech 1 znamion (ASI). Ponadto, w czasie sezonu wegetacyjne okreslone zostaty nastgpujace
cechy agronomiczne: termin kwitnienia wiech i znamion, porazenie przez gtowni¢ guzowatg i
fuzarioze kolb, wysokos¢ osadzenia kolby (cm), wysoko$¢ rosliny razem z wiecha (cm),
wyleganie. Po zbiorze okre§lone zostaly nastepujace parametry: plon ziarna przy 15% H20
(t/ha), masa tysigca ziarniakow (g), masa hektolitra (kg/HI). Ponadto okreslony zostal sktad
chemiczny ziarna: zawarto$¢ biatka, skrobi, thuszczu.

Doswiadczenia prowadzono w uktadzie blokéw losowanych. Poletka doswiadczalne byty 2-
rzedowe, o powierzchni 7,5 m? (1,5 m x 5 m). Nasiona wysiano co 15,5 cm w rzedzie. Odstep
migdzy rzedami wynosit 75 cm. Kazdy obiekt wysiany zostal w 3 powtorzeniach. W czasie
sezonu wegetacyjnego przeprowadzono obserwacj¢ terminu kwitnienia wiech oraz znamion, a
takze oceniono jako$¢ i ilos¢ pylnikow z wykorzystanie 6-Cio stopniowej skali zaproponowanej
przez Kohls (Kohls i in., 2011). Obserwacje prowadzono codziennie, przez okres dwoch
tygodni od rozpoczecia kwitnienia. Przed zbiorem zmierzono wysokos$¢ roslin razem z wiecha
(cm) oraz wysokos¢ osadzenia kolby gtownej (cm). Okreslono réwniez porazenie roslin przez
glowni¢ guzowata, Zerowanie omacnicy prosowianki oraz porazenie kolb przez fuzarioz¢ kolb.
Po zbiorze okreslono plon ziarna z poletek (kg) oraz pobrano préby ziarna do analiz sktadu.
Zawartos¢ suchej masy (%) w ziarnie okreslono metoda suszarkowa w temperaturze 105 °C.
Po wysuszeniu prob ziarna okreslono mase tysigca nasion (MTZ, (g)) oraz gestos¢ ziarna w
stanie zsypnym (mase¢ hektolitra nasion (kg/HL)). Sktad ziarna (zawartos¢ skrobi, biatka,
thuszczu, (%)) okreslono przy wykorzystaniu spektrometru NIRS.



Okreslenie wystepowania dominujgcych alleli genu Rf4 w wybranych liniach wsobnych
W celu okreslenia wystgpowania genu Rf4 oraz/lub jego alleli: Rf4Rf4, lub Rf4rf4, w wybranych
liniach zaklasyfikowanych jako przywracajace calkowicie badz czgsciowo ptodnosé¢ w

cytoplazmie typu C, na podstawie przeprowadzonej fenotypowej oceny ptodnosci, zostato
wykorzystanych 6 markerow molekularnych blisko sprzgzonych z genem Rf4: b0329-13.1,
b0640-3.4, c0466-1.7, c0113-2.2, c0216-3.15, b0440-16.2 (Kohls i in., 2010).

Do wyodrebnienia linii z genem przywracajacym ptodno$¢ pytku, zostaty wykorzystane wzorce
— matryce linii bez dominujacego allelu genu Rf4 (o profilu rf4rf4), jako kontrola negatywna,
oraz matryce linii z genem Rf4, jako kontrola pozytywna (o profilu Rf4Rf4 lub Rf4rf4),
pozyskane z Maize Genetic Cooperation Centre.

Analizy molekularne wykonano dla 19 linii, wybranych z posréd 57 badanych linii wsobnych.
Wyboru linii do analiz molekularnych dokonano na podstawie wynikow oceny interakcji z
cytoplazmg C. Wytypowane linie reprezentowaly zrdéznicowany poziom przywracania
ptodnosci lub dopetnialy sterylno$¢ w tym typie cytoplazmy. W przypadku linii S80660A
wykorzystano réwniez pokolenie BC3 na cytoplazmie C.

Izolacja ro$linnego DNA

Do badan molekularnych, z wybranych linii wsobnych oraz linii wzorcowych DNA zostalo
wyizolowane przy wykorzystaniu protokotu opartego na bromku
heksadecylotrimetyloaminowego (CTAB) (Murray i Thompson, 1980; Wagner i in., 1987) z
drobnymi modyfikacjami. Po zakonczeniu etapu izolacji procedura byta prowadzona zgodnie
z metodyka opisang przez Murray’a i Thompson’a (1980). Spektrofotometryczny pomiar ilosci
UV zaabsorbowanego przez zasady DNA zostal oznaczony zgodnie z instrukcja fluorymetru
NanoDrop 3300 (ThermoScientific, Wilmington, USA). Za pomocg systemu typu NanoDrop,
w kropli <1,5ul probki, absorbcja zostala automatycznie przeliczona na stgzenie.

Wyizolowane powyzszg metodg genomowe DNA, wykorzystane zostalo w reakcji amplifikacji
dla markeréw molekularnych, podczas selekcji alleli genu Rf4: Rf4Rf4, Rf4rf4, a takze rf4rf4.

Selekcja molekularna, reakcja amplifikacji PCR

Reakcje amplifikacji zostaly przeprowadzone w uktadzie zawierajacym w objetosci 40 pl
mieszaniny reakcyjnej nastgpujace sktadniki: 50 ng DNA, 1 x bufor (MBI Fermentas), 0,125
mM dNTPs, 0,2 uM startera i 1 jednostka polimerazy Taq (MBI Fermentas), 5 vol %
dimetylosulfotlenek (DMSO). Dla markeréw powielanie fragmentow DNA zostato
przeprowadzone wedtug nastgpujacego profilu termicznego: 95°C/5 min. denaturacji wstgpnej,
50 cykli sktadajacych sie z: 95°C/15 sek., 60°C/30 sek., 72°C/15 sek., etap elongacji trwat 4
min. Temperatura pokrywy grzewczej w termocyklerze ustawiona zostala na 105°C we
wszystkich zastosowanych programach (Kohls i in., 2011).

Elektroforeza na zelach poliakrylamidowych

Rozdzial produktéw amplifikacji PCR zostat przeprowadzony na sekwenatorze DNA ABI 377
XL na 4,75% denaturujagcym zelu poliakrylamidowym (Long Ranger Gel Solution, USA) w
obecnosci barwnikow: HEX (z6lty), FAM (niebieski), TET (zielony). Katalizatorem reakcji



polimeryzacji byt N,N,N,N"-tetrametyloetylenodiamina (TEMED), a inicjatorem nadsiarczan
amonu (APS). Rozdziat elektroforetyczny prowadzony byt w buforze 1 x TBE (0,1 M Tris, 90
mM kwas borowy, 9 mM EDTA). W zalezno$ci od wielkosci oczekiwanych produktéw czas
rozdziatu na zelu wynosit od 2,5 do 4 godzin. Analiza uzyskanych obrazéw elektroforetycznych
wykonywana byta wizualnie.

Analiza statystyczna
Analizy statystyczne zostaly wykonane za pomocg pakietu STATISTICA ® ver. 12 [StatSoft,
Inc. (2014). STATISTICA (data analysis software system), version 12. www.statsoft.com].

Dla okreslenia wptywu roku realizacji doswiadczenia na zrdznicowanie badanych cech
wykonano analiz¢ ANOVA (jednowymiarowy test istotnosci, bez wyrazu wolnego).

O istotno$ci r6znicy pomigedzy $rednimi wnioskowano z prawdopodobienstwem co najmniej
95%.

Dla okreslenia efektow czynnikow doswiadczenia (rodzaj cytoplazmy, forma mateczna oraz
forma ojcowska) na zrdéznicowanie badanych cech zastosowano analiz¢ komponentow
wariancyjnych w modelu mieszanym ANOVA/ANCOVA. Rodzaj cytoplazmy, oraz forma
mateczna i ojcowska zostaly przyjete w tej analizie jako czynniki losowe. Dla okreslenia

wzglednego udzialu poszczegdlnych komponentow wariacyjnych zostata zastosowana metoda
ANOVA, SS typu |.

Zalezno$ci pomiedzy cechami wyznaczono za pomoca korelacji prostej Pearsona 1 o ich
istotnos$ciach wnioskowano z prawdopodobienstwem co najmniej 95%.

W celu okre$lenia wzajemnych zalezno$ci pomigdzy badanymi obiektami przeprowadzono
réwniez analize czynnika gtownego (PCA). Wykorzystano do tego macierz $rednich wartosci
12 cech uzyskanych z pomiaréw i obserwacji 22 badanych mieszancoéw. Cechami tymi byty:
wysokos¢ roslin, wysoko$¢ osadzenia kolb, ASI, ilo$¢ 1 jako$¢ pylnikow, MTZ, zawartos¢
suchej masy, plon netto z 1 ha, zawarto$¢ biatka, tluszczu oraz skrobi. Powyzsze wartosci
$rednie przed analizg poddano standaryzacji wedlug wzoru: xst = (Xi — Xsr.)/Sd, gdzie Xst to
warto$¢ po standaryzacji, Xi to warto$¢ cechy przed standaryzacja, Xsr to Srednia z proby, Sd —
odchylenie standardowe z proby. Uzyskane wartosci czynnikow poddano rotacji metoda
varimax znormalizowang.

Okres$lenie wystepowania dominujacy alleli genu Rf4 w wybranvych liniach wsobnych

WYNIKI | DYSKUSJA

Okreslenie interakcji gendw jadrowych linii wsobnych z cytoplazmami sterylnymi Ci T
Przy ocenie interakcji linii wsobnych ze zrodlami cytoplazm meskosterylnych,
kluczowe znaczenie ma wybor stabilnego w roéznych warunkach klimatycznych Zrodila

sterylno$ci, ktore nie bedzie zaburzalo uzyskiwanych wynikdéw poprzez obecno$¢ gendw
czgsciowo przywracajagcych ptodnos¢. Konkluzja ta znajduje potwierdzenie w danych
literaturowych uzyskanych przez Voichiba (2002) oraz Kohls (2011). Zrédta cytoplazm C i T
(linie Tc 208-cms C i Tc 208-cms T) wykorzystane w badaniach begdacych przedmiotem
niniejszej pracy charakteryzowaly si¢ bardzo wysokim poziomem stabilnosci oraz calkowita



meska sterylnoscia, dzieki czemu uzyskane wyniki nie zostaty zaburzone poprzez ewentualna,
czg$ciowo przywrocona, ptodnos¢ meska zrodia cytoplazmy.

Istotne znaczenie dla precyzyjnosci uzyskiwanych wynikow, dotyczacych przywracania
ptodnosci badz dopelniania sterylno$ci, ma metoda wykonywania oceny ptodnosci roslin. W
literaturze dostepnych jest kilka skali oceny plodnosci (np. skala Duvicka z modyfikacja
Becketta (Beckett, 1966)). W prezentowanych badaniach zastosowano kwantyfikacje
przywracania ptodnosci wedtug skali zaproponowanej przez Kohls (2011), bedaca synteza
roznych skali. Skala zaproponowana przez Kohls wyrdznia si¢ odrebnym systemem oceny
ilosci i jakosci pylnikéw, co pozwala na uchwycenie subtelnych réznic w tych dwoch
parametrach, wymiernie wptywajacych na indeks restoracji.

Na podstawie przeprowadzonej wizualnej oceny jakosci oraz ilo$ci pylnikow, w
pokoleniu F1 otrzymanym w wyniki krzyzowania cytoplazm sterylnych C i T z 57 liniami
wsobnymi kukurydzy oraz w kolejnych pokoleniach (BC1, BC2, BC3) otrzymanych w wyniku
krzyzowan wstecznych, wyodrebniono nastepujace grupy linii wsobnych:

I grupa: linie przywracajace catkowicie ptodnos¢ pytku w cytoplazmie C (35 linii),
IT grupa: linie przywracajace czesciowo plodnos¢ pytku w cytoplazmie C (2 linie),
III grupa: linie dopetniajace sterylno$¢ w cytoplazmie C (20 linii),

IV grupa: linie przywracajace catkowicie ptodnos¢ pytku w cytoplazmie T (3 linie),
V grupa: linie przywracajace cze$ciowo ptodnos¢ pytku w cytoplazmie T (1 linia),
VI grupa: linie dopetniajace sterylno$¢ w cytoplazmie T (53 linie),

VII grupa: linie przywracajace ptodnos¢ pytku w cytoplazmie C i T (1 linia),

VI grupa: linie dopetniajace sterylno$¢ w cytoplazmach C i T (17 linii).

Wigkszos¢ badanych linii wykazata stabilng interakcj¢ z cytoplazmg sterylng w kolejnych
pokoleniach wypierajacych, jednakze w przypadku 11 linii, zaobserwowano niestabilng
interakcje z cytoplazma C, skutkujaca spadkiem poziomu ptodnosci lub spontanicznym jej
przywroceniem.

Zidentyfikowano réwniez grupe, niezwykle istotng z punktu widzenia wykorzystania
systemu CGMS w produkcji nasiennej odmian mieszancowych kukurydzy, ktora stanowity
linie dopetiajace sterylnos¢ w obydwoch typach cytoplazm. W grupie tej znalazto si¢ 10 linii
wsobnych pochodzacych z Matopolskiej Hodowli Roslin Sp. z 0. 0 (K381, K387, K397, K447,
K466, K467,K469, K475, K478, K479) oraz 7 linii pochodzacych z Hodowli Roslin Smolice
Sp. zo. 0, Grupa IHAR (S03778A3, S266, S41324A-2, S61328, S79757, SB0660A, S80835A).
Uniwersalne wlasciwosci przywracajace meska plodnos¢ w obydwodch typach cytoplazm,
zidentyfikowano jedynie w przypadku 1 linii (K434), podchodzacej z Matopolskiej Hodowli
Roélin Sp. z 0. 0. Linia ta przywracala ptodno$¢ meska w cytoplazmie C w stopniu catkowitym
a w cytoplazmie T, jedynie w stopniu czgsciowym. Przypuszczalnie, wskazuje to na obecnos¢
w tej linii genu Rf8, ktory odpowiada za cze$ciowe przywracanie ptodnosci cytoplazmie T,
jednakze efekty jego dzialania moga by¢ znoszone w kolejnych pokoleniach wstecznych
(Meyer, 2008). Historyczna linia SR10, znajdujgca si¢ w zasobach Krajowego Centrum
Roslinnych Zasobéw Genowych, oraz linie K154 1 K468 przywracaly meska plodnos¢ w
cytoplazmie T.



Okreslenie interakcji linii wsobnych z cytoplazmami sterylnymi stanowi jeden z
najistotniejszych elementoéw implikacji systemu CGMS do produkcji nasiennej. Jedynie linie o
stabilnej interakcji, skutkujacej catkowitym przywroceniem ptodnosci badz utrzymaniem
sterylnosci, mogg by¢ z powodzeniem stosowane jako komponenty ojcowskie lub mateczne.
Badane linie wykazywaty zréznicowang interakcj¢ z cytoplazma C i T. Sposréd badanych 57
linii wsobnych, zdecydowana ich wigkszo$¢ przywracata ptodnos¢ w cytoplazmie C, natomiast
jedynie niewielka ich liczba przywracala plodnos¢ w cytoplazmie T. Przeprowadzone
obserwacje wskazuja na wysokg frekwencje gendéw przywracajacych plodnos¢ pytku
cytoplazmie C w badanych liniach wsobnych, oraz niska frekwencj¢ gendw przywracajgcych
ptodnos¢ meska cytoplazmy T, co koresponduje z wynikami uzyskanymi przez Krélikowskiego
(Krolikowski, 1963).

Kolejnym istotnym aspektem wptywajacym na implementacj¢ systemu CGMS do
produkcji nasiennej jest stopien restoracji ptodnosci pytku. Linie ojcowskie w pelni
przywracajace ptodnos¢ sterylnym liniom matecznym pozwalaja na wytworzenie duzej ilosci
w peli funkcjonalnych pylnikow w pokoleniu Fi. W przeprowadzonych badaniach,
zaobserwowano wysoka korelacje pomigdzy jakoscig i iloscig pylnikéw produkowanych przez
ro$liny pokolen F1, BCy1, BC2, BCs co znalazto potwierdzenie w wynikach uzyskanych przez
Kohls (2011).

W trakcie prowadzonych badan zidentyfikowano 35 linii catkowicie oraz 2 linie
czesciowo przywracajacych ptodnosé pytku w cytoplazmie C, 3 linie catkowicie oraz 1linig
czeSciowo przywracajace pltodnos¢ pytku w cytoplazmie T. Zidentyfikowane linie o
wlasciwoséci przywracania meskiej ptodnosci mogg postuzy¢é jako zrodia genoéw Rf,
Dopetnienie meskiej sterylnosci dla cytoplazmy C zostato zidentyfikowane w przypadku 20
linii, a dla cytoplazmy T w przypadku 53 linii. Zidentyfikowano roéwniez 17 linii
dopetniajacych sterylno$¢ meska w obydwu typach cytoplazmy, oraz 1 lini¢ o uniwersalnych
wlasciwos$ciach przywracania ptodnosci (K434).

W wyniku przeprowadzonych analiz interakcji linii wsobnych z cytoplazmg C w
pokoleniu Fi1 oraz kolejnych pokoleniach wypierajacych, zidentyfikowano niestabilng
interakcje linii z cytoplazma w przypadku 11 badanych linii (K378, K381, K398, K426, K429,
K436, K450, S54555, S61328, S64417, S80660A). W przypadku linii K436, ktéra w pokoleniu
F1 dopetniata sterylnos¢, w pokoleniu BC1 po 14 dniach od kwitnienia znamion zaobserwowano
wyrzut okoto 50% pylnikéw o niskiej jako$ci, co moze sugerowaé wystapienie zjawiska
péznego przelamania sterylnosci. W kolejnych pokoleniach wypierajacych otrzymanych z linii
K436, réwniez obserwowano czg¢sciowe przywrocenie ptodnosci oraz znaczace opdznienie w
kwitnieniu wiech w stosunku do kwitnienia znamion. Zjawisko cze$ciowego przywracania
meskiej ptodnosci cytoplazmie C, zaobserwowano w przypadku 2 linii (K436, K464).

Przeprowadzone obserwacje potwierdzily hipotez¢ badawcza I zakladajaca, ze linie wsobne
kukurydzy wykazujg zroznicowangq interakcje genow jgdrowych z cytoplazmami sterylizujgcymi
C i T. Zroznicowanie to wynika z obecnosci roznych genow przywracajgcych ptodnosc (w
stopniu catkowitym bgdz czesciowym) lub dopetniajgcych sterylnos¢ w puli genowej kukurydzy.



Okreslenie wplywu cytoplazmy na cechy agronomiczne i sklad ziarna mieszahcoéw

Rozwoj badan nad wptywem typu cytoplazmy na plonowanie odmian mieszancowych
kukurydzy zostat przerwany w latach 70tych ubiegtego wieku, z powodu ujawnienia si¢
podatnosci cytoplazmy T na Southern Corn Leaf Blight Race-T. Do tematyki tej powrocono
dopiero w roku 2000, w kontekscie cytoplazmy C i systemu Plus-Hybrid (Stamp i in., 2000).
Poznanie oddzialtywania typu cytoplazmy na plonowanie i cechy agronomiczne moze
potencjalnie wptywac na popraw¢ wydajnosci upraw, poniewaz cytoplazma jest dziedziczona
przez potomstwo (Abidi i in., 2018 b). Z uwagi na brak wydatku energii oraz sktadnikow
pokarmowych zwigzanych z wyrzutem pylnikéw, rosliny meskosterylne majg mozliwosé
efektywniejszego gospodarowania zasobami, a co si¢ z tym wigze - lepszego plonowania.

Transport sktadnikéw pokarmowych ukierunkowany jest w ich przypadku na rozwdj
kolby. Sytuacja ta powinna, przynajmniej teoretycznie, jednoznacznie wigza¢ wykorzystanie
form meskosterylnych w produkcji nasiennej, z wyzszym plonowaniem oraz efektywniejszym
zawigzywaniem nasion. Jednakze wyniki literaturowe nie potwierdzaja jednoznacznie
pozytywnego wptywu typu cytoplazmy na plonowanie mieszancoéw (Duvick, 1958; Noble i
Russel, 1963; Sanford i in., 1965).

W przeprowadzonych badaniach oceniano wptyw typu cytoplazmy (meskosterylna
cytoplazma T versus normalna) na plonowanie oraz cechy agronomiczne pokolenia Fi.
Wytworzone do badan pokolenie F1 reprezentowane byty przez mieszance typu trojliniowego
(ang. three way cross).

Nie stwierdzono istotnego wptywu cytoplazmy na: $§rednig wysoko$¢ roslin oraz §rednig
wysoko$¢ osadzenia kolby, plonowanie oraz zawarto$¢ suchej masy w ziarnie badanych
mieszancOw. Uzyskane wyniki korespondowaly z wynikami uzyskanymi przez Everetta
(1960). Analizujac uzyskane wyniki, stwierdzono, ze obiekty z cytoplazma T,
charakteryzowaly sie¢ S$rednig, istotng statystycznie, wyzsza masg tysigca ziarniakow.
Poréwnujac gesto$¢ ziarna w stanie zsypnym (mase¢ hektolitra), w wigkszo$ci badanych
obiektow nie zaobserwowano znaczacych roznic pomigdzy analizowanymi wariantami
cytoplazmy (cytoplazma normalna versus cytoplazma T).

Analizujac wpltyw typu cytoplazmy na sktad chemiczny ziarna, stwierdzono iz typ
cytoplazmy nie wptywal w sposob istotny na zawarto$¢ thuszczu w ziarnie. Niewielka, istotng
statystycznie roznic¢ na korzys¢ obiektow z cytoplazma T stwierdzono natomiast w przypadku
zawartosci biatka.

Analizujac wplyw typu cytoplazmy na porazenie roslin przez patogeny, stwierdzono iz
typ cytoplazmy wptywat w sposob istotny statystycznie na uszkodzenie roslin przez omacnice
prosowianke oraz na porazenie kolb grzybami z rodzaju Fusarium. Obiekty z obecng
cytoplazmg N byly $rednio mniej podatne na porazenie omacnicg oraz fuzarioza kolb od
obiektow z cytoplazma T.

Analiza komponentow wariancyjnych wykazata bardzo maly (Srednio 0,91% dla 12
cech) udzial rodzaju zastosowanej cytoplazmy w zmiennosci badanych cech. Relatywnie
najwigkszy udzial zmienno$ci zalezny od rodzaju cytoplazmy (4,5%), stwierdzono w
przypadku cechy MTZ. Nieco nizsze warto$ci zanotowano dla zawartos$ci biatka (3,1%) oraz
ilosci pylnikow (2,5%).

Nie stwierdzono udziatu interakcji pomigdzy rodzajem cytoplazmy a forma mateczna
W zmienno$ci badanych cech agronomicznych oraz zwigzanych z plonowaniem 1 sktadem
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chemicznym ziarna. Z kolei interakcja pomigdzy rodzajem cytoplazmy a formag ojcowska
wahala si¢ od 0 (sze$¢ cech) do 12,3% (jako$¢ pylnikéw). W zmiennoSci tej ostatniej cechy
stwierdzono bardzo duzy (78%) udzial bledu do$wiadczenia. Zadna z opisanych powyzej
interakcji nie wptywata na zmienno$¢ plonu netto czy zawartosci biatka.

Wzglednie najwickszy udziat w ksztalttowaniu zmiennos$ci badanych form kukurydzy
miata zastosowana w krzyzowaniach forma ojcowska (Srednio 34,41%). Z kolei w zmiennosci
zawartosci suchej masy najwickszy udziat stwierdzono dla rodzaju zastosowanej formy
matecznej (58,2%), gdzie forma ojcowska odpowiadata za 3,8% zmienno$ci, a ich wzajemna
interakcja za 11,9% zmiennosci.

W  celu okreslenia wzajemnych zalezno$ci pomigdzy badanymi obiektami
przeprowadzono réwniez analiz¢ czynnika gtéwnego (PCA). Stwierdzono, iz 79,7%
zmienno$ci badanych obiektow jest objasniane przez 4 czynniki, ktérych dwa pierwsze
objasniaja ponad potowe zmienno$ci. Czynnik 1, objasniajacy 29,8% ogolnej zmiennosci,
zwigzany jest z cechami bezposrednio wplywajacymi na produktywnos$¢ badanych form tzn. z
wysokos$cig osadzania kolb, wskaZznikiem ASI, % suchej masy oraz plonem netto. Drugi
czynnik, objasniajacy 22,1% zmiennosci, zwigzany jest z wysokos$cig roslin oraz masa
hektolitra nasion. Projekcja wartosci czynnikowych badanych obiektow w dwuwymiarowe;j
przestrzeni czynnikoéw 1-go i 2-go (odpowiednio, osi OX i OY) nie pozwala na wyodrgbnienie
grup obiektow w zaleznosci od zastosowanego rodzaju cytoplazmy. Jest to dodatkowym
potwierdzeniem na brak istotnego wplywu rodzaju cytoplazmy na zmienno$¢ badanych
obiektow kukurydzy.

Uzyskane wyniki pozwolity na odrzucenie hipotezy badawczej 11, w kontek$cie wplywu typu
cytoplazmy na plonowanie oraz cechy agronomiczne, oraz na potwierdzenie jej w odniesieniu
do wphywu typu cytoplazmy na zdrowotnosé roslin, mase tysigca ziarniakow oraz zawartosé
biatka w ziarnie.

Okreslenie wystepowania genu Rf4 w wybranych liniach wsobnych

Fenotypowa analiza interakcji gendéw jadrowych z cytoplazmami sterylnymi to
podstawowy sposob klasyfikowania genotypow/linii pod katem ich zdolnosci do przywracania
ptodnosci pytku badZ do dopetniania meskiej sterylnosci. Jest to analiza obarczona kilkoma
stabymi stronami: (I) jest dlugotrwata- wymaga wytworzenia pokolenia F1 a nastepnie
analizowania w nim stopnia przywracania ptodnosci; (II) ocena oparta o system kwantyfikacji
ilosci 1 jakosci pylnikow jest subiektywna, a jej wynik w duzej mierze uzalezniony od
do$wiadczenia 1 wprawy oceniajgcego; (III) nie daje informacji o obecnosci badz braku
konkretnego genu zwigzanego z przywracaniem plodnosci pytku. Analizy molekularne
pozwalaja na zidentyfikowanie konkretnych gendw przywracajacych plodnos¢ oraz okreslenie

czestotliwosci ich wystgpowania w populacji bez koniecznosci prowadzenia roslin w szkotce
polowej. Markery molekularne pozwalajace na identyfikacje gendéw Rf sa przedmiotem
zainteresowania firm hodowlanych oraz podlegaja patentowaniu dlatego tez w dostepnej
literaturze nie znajdziemy zbyt wielu doniesien na ten temat.

W badaniach wykorzystano 6 markerow zwigzanych z przywracajagcym ptodnos¢ pytku
cytoplazmie C, genem Rf4 (b0329-13.1, b0640-3.4, c0466-1.7, c0113-2.2, c0216-3.15, b0440-
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16.2) zaproponowanych przez Kohls (2010). Wyniki uzyskane na podstawie analizy produktow
reakcji PCR, wykazaly przydatno§¢ markera b0329-13.1 do okreslenia wystgpowania
dominujacych alleli genu Rf4 w liniach wsobnych. Poréwnujac polimorfizm pomigdzy
sterylnymi i plodnymi liniami wzorcowym, obecno$¢ dominujacych alleli genu Rf4
potwierdzono w 13 liniach wsobnych. W przypadku markera c0466-1.7 zidentyfikowano gen
Rf4 jedynie w ptodnej linii wzorcowej K55. Pozostate markery dawaty produkty reakcji PCR,
ale okazaly si¢ one niespecyficzne, co uniemozliwito wykonanie na ich podstawie analizy
obecnos$ci badz braku dominujgcego allelu genu Rf4.

Obserwowana fenotypowo interakcja linii wsobnej z cytoplazmg C, znalazia
potwierdzenie w wystepowania badz braku dominujacych alleli genu Rf4, w przypadku 16
badanych linii wsobnych. W przypadku 4 badanych linii obserwowana interakcja z cytoplazma
C, nie pokryla si¢ z wynikiem analiz molekularnych. W przypadku linii K459 oraz K464,
zaklasyfikowanych jako przywracajace ptodnos¢ w cytoplazmie C, wykonane analizy nie
potwierdzity obecno$ci dominujacych alleli genu Rf4. Moze to $§wiadczy¢ o obecno$ci w tych
liniach innych gendéw przywracajacych ptodnos¢ w cytoplazmie C, ktore odpowiedzialne sg za
m.in. za czg$ciowe przywracanie ptodnosci w kolejnych pokoleniach wypierajacych linii K464.
Odwrotna sytuacja wystgpita w przypadku linii K436, ktéra podczas oceny pokolenia Fi,
zaklasyfikowana zostata jako linia dopelniajgca sterylno$¢ w cytoplazmie C. W kolejnych
pokoleniach wypierajacych linia ta wykazywata cz¢sciowe przywracanie ptodnosci. W tej linii
przeprowadzone analizy molekularne, wykazaly obecno$¢ dominujgcego allelu genu Rf4.
Zaobserwowana w przypadku linii K436, obecno$¢ dominujacych alleli genu Rf4 przy
jednoczesnym braku wlasciwosci restorujacych dla cytoplazmy C w pokoleniu F1 oraz stabym,
cze¢sciowym przywracaniu plodnosci w pokoleniach BC1-BCs, moze wskazywac¢ na obecnos¢
w tej linii genoéw inhibitorowych, znoszacych dziatanie genu Rf4. W przypadku pokolenia BCs
linii S80660A stwierdzono brak dominujacych alleli genu Rf4, co oznacza, Ze za przywracanie
ptodnosci w tej linii moga by¢ odpowiedzialne inne geny restorujace.

Jedynie marker b0329-13.1 dawat produkty reakcji PCR charakteryzujace si¢
polimorfizmem pomiedzy liniami bedacymi wzorcami sterylnosci 1 ptodnosci. W
przeprowadzonych badaniach, obserwowana fenotypowo interakcja linii wsobnej z cytoplazma
C, znalazta potwierdzenie w wystepowania badz braku dominujgcych alleli genu Rf4, w
przypadku 16 badanych linii wsobnych, natomiast w przypadku 4 badanych linii obserwowana
interakcja z cytoplazmg C nie pokryta si¢ z wynikiem analiz molekularnych. Odmienny od
obserwacji fenotypowych wynik analiz molekularnych $wiadczy¢ moze o obecnosci w tych
liniach innych genow przywracajacych ptodnosé¢ pytku cytoplazmie C lub o wystgpowaniu w
nich gendw inhibitujacych dziatanie genu Rf4 (Hu i in., 2006).

PODSUMOWANIE: MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA CYTOPLAZMATYCZNO-GENOWEJ MESKIE]
STERYLNOSCI W NASIENNICTWIE POLSKICH ODMIAN MIESZANCOWYCH KUKURYDZY

Potwierdzona w toku przeprowadzonych prac badawczych, wysoka frekwencja linii
wsobnych o wtasciwosciach dopehiajacych sterylno$¢ meska cytoplazmy T oraz wysoka
stabilno$¢ sterylnosci, pozwala na (ograniczone) wykorzystanie tej cytoplazmy w
nasiennictwie polskich odmian mieszancowych kukurydzy. Z uwagi na rzadkie wystgpowanie
w puli genowej genow przywracajacych ptodnos¢ cytoplazmie T, fatwo w oparciu o nig uzyskac
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mateczny komponent meskosterylny. Niska frekwencja genow przywracajacych ptodnosc
cytoplazmie T stwarza konieczno$¢ wprowadzenia tych genow do linii wsobnej w celu
uzyskania jej ptodnego analogu. Wiaczajac cytoplazme T do produkcji nasiennej nalezy mie¢
na uwadze postepujace zmiany klimatyczne, ktore niosa zagrozenie zwigzane z mozliwoscia
wystapienia epidemii Southern Corn Leaf Blight Race-T, choroby, atakujacej kukurydzg z
cytoplazmg T, ktora dotychczas nie wystgpowata w klimacie umiarkowanym. Jednym ze
sposobOw ograniczania zagrozenia zwigzanego z podatnoscig cytoplazmy T na choroby jest
poszukiwanie réznych zrodet cytoplazmatyczno-genowej meskiej sterylnosci (Abidi i in.,
2018a). Wykorzystywanie zroznicowanych genetycznie zrodetl sterylnosci uznawane jest za
kluczowy aspekt w zapobieganiu zagrozeniom zwigzanym z podatno$cig wykorzystywanego
na duza skale zrodta na niekorzystne czynniki biotyczne i abiotyczne. Warto w tym miejscu
przytoczy¢ ostrzezenie A. J. Ullstrupa, (za: Burns, 2017; tlumaczenie wlasne) ktore jest dzi$
tak samo prawdziwe, jak w 1972 roku ,,Nigdy wiecej zaden glowny gatunek uprawny nie
powinien by¢ tak jednorodny, Ze staje si¢ powszechnie podatnym na atak patogena, owada lub
stres Srodowiskowy. R6znorodno$¢ musi by¢ zachowana zard6wno w budowie genetycznej, jak
1 cytoplazmatycznej, we wszystkich waznych gatunkach ro§lin uprawnych”. Tak wigc
wykorzystanie cytoplazmy T w nasiennictwie odmian mieszancowych kukurydzy jest mozliwe
pod warunkiem ograniczenia zagrozenia zwigzanego z nadmierng uniformizacja genetyczng
zrodet sterylnosci. Zidentyfikowana w toku prowadzonych prac, duza grupa linii wsobnych
kukurydzy, o zdolnos$ciach dopelniajacych meska sterylno$¢ cytoplazmy T oraz niska
frekwencja linii o zdolnos$ciach restorujacych wzgledem tej cytoplazmy, $wiadcza o
potencjalnych mozliwo$ciach wytworzenia funkcjonalnego systemu CGMS dla produkcji
nasiennej polskich odmian mieszancowych kukurydzy. Ponadto, aby w petni zaimplementowac
system CGMS w produkcji nasiennej, konieczne jest zidentyfikowanie zrodet genéw Rfy i Rf,
zapewniajacych przywrocenie ptodnosci w pokoleniu F1. Przyktad historycznej smolickiej linii
SR10, znajdujacej si¢ obecnie w zasobach Krajowego Centrum Roslinnych Zasobow
Genowych, ktorej zdolnos¢ do stabilnej restoracji ptodnosci meskiej cytoplazmy T, zostata
potwierdzona w przeprowadzonych badaniach, wskazuje na potrzebg doktadniejszego
przebadania historycznych materiatbw zgromadzonych w banku gendéw, pod katem
poszukiwania zrodet gendéw Rf oraz zréznicowanych zrodet typow cytoplazmy. Badania
przeprowadzone przez Ignjatovié-Mici¢ z zespotem (2006) nad obiektami kukurydzy
zgromadzonymi w Maize Gene Bank- Zemun Polje (Belgrad, Serbia), wykazaly przydatnos¢
metod molekularnych do szybkiej identyfikacji typdw cytoplazm w zréznicowanym materiale
oraz mozliwo$¢ poszukiwania nowych zZrédel cytoplazm w materiatach zgromadzonych w
bankach genow. W celu ograniczenia ewentualnych probleméw zwigzanych z wykorzystaniem
cytoplazmy T w produkcji nasiennej (podatno$é na choroby, niska frekwencja genow Rf)
wykorzystanie sterylnych form matecznych z cytoplazmg cms-T mozna ograniczy¢ do potowy
wysiewanej formy matecznej (dwa rzedy sterylnej formy matecznej + dwa rz¢dy ptodnej formy
matecznej o normalnej cytoplazmie). Zabieg mechanicznej badz recznej kastracji wykonuje si¢
tylko na rzedach obsianych ptodng forma mateczng, a w czasie zbioru, suszenia i przerobu
nastepuje wymieszanie nasion (ang. seed - blending) (Adamczyk, 2005).

W przypadku wykorzystania cytoplazmy C w nasiennictwie odmian mieszancowych
kukurydzy, gléwnym problemem utrudniajagcym stworzenie funkcjonalnego systemu CGMS,
jest wysoka frekwencja genéw przywracajgcych ptodnos¢ pytku w badanej puli genowej, co
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utrudnia wytworzenie meskosterylnej formy matecznej. Kolejnymi, istotnymi aspektami
utrudniajacymi implementacje tej cytoplazmy do produkcji nasiennej jest wystepowanie
zjawiska czeSciowego przywracania ptodno$ci oraz pdznego, spontanicznego przetamania
sterylnosci (ang. late- brake of sterility) (Sotchenko i in., 2007). Obydwa, niekorzystne z punktu
widzenia produkcji nasiennej, zjawiska mozna wyeliminowa¢ poprzez dobdr do systemu
CGMS linii wykazujacych stabilno$¢ cechy meskiej sterylnosci. W tym celu, konieczne jest
wykonanie screeningu linii wsobnych pod katem stabilnosci interakcji ze zrodtem cms-C, na
szerokiej puli genowej (Mackenzie, 2012). Niemniej jednak, wyeliminowanie tych
niekorzystnych zjawisk jest mozliwe na drodze hodowlanej, o czym S$wiadczy fakt, iz
cytoplazma C jest obecnie stosowana w nasiennictwie waznych komercyjnie odmian
mieszancowych kukurydzy w wielu europejskich krajach (Sotchenko i in., 2007; Kohls, 2010).
Dalsze prace nad implementacjg systemu CGMS do produkcji nasiennej polskich odmian
heterozyjnych kukurydzy powinny koncentrowac si¢ na trzech gltéwnych kierunkach: (I)
poszukiwaniu efektywnych zrodet genow przywracajacych plodno$¢ cytoplazmie T oraz
dopehiajacych ptodnos¢ meska w cytoplazmie C, (II) pozyskaniu zréznicowanych Zrddet
cytoplazm sterylnych, (III) opracowaniu markerow molekularnych pozwalajacych na
identyfikacj¢ genow Rf.

WNIOSKI
Uzyskane wyniki i przeprowadzone analizy pozwolity na sformutowanie nast¢gpujacych
wnioskow:

1. Frekwencja gendw przywracajacych ptodno$¢ cytoplazmom sterylnym C 1 T,
wystepujaca  w  krajowych liniach wsobnych kukurydzy, pozwala na
zaimplementowanie systemu CGMS do produkcji nasiennej polskich odmian
heterozyjnych kukurydzy.

2. Ocena interakcji genéw jadrowych linii wsobnych z cytoplazmami sterylnymi
powinna by¢ prowadzona z uwzglednieniem osobnej kwantyfikacji ilosci 1 jakosci
pylnikow.

3. W przypadku oceny interakcji genow jadrowych linii wsobnych z cytoplazmg C,
szczegblng uwage nalezy zwroci¢ na zjawisko cze$ciowego przywracania ptodnosci
oraz zjawisko poznego, spontanicznego przetamania sterylnosci.

4. Wykorzystanie cytoplazmy sterylnej T nie wptywa istotnie na cechy agronomiczne
oraz plonowanie mieszancow, niemniej jednak w formach z tym typem cytoplazmy
nalezy zwrdci¢ szczeg6lng uwage na zdrowotnos¢ roslin.

5. Na podstawie obecnosci badz braku dominujgcych alleli genu Rf4, nie mozna
jednoznacznie (w peini) okresli¢ zdolnosci linii wsobnej do przywracania ptodnosci
w cytoplazmie C. Informacja o obecno$ci dominujacych alleli tego genu moze by¢
przydatna dla hodowcow, ktorzy moga na tej podstawie wnioskowac o frekwencji
wystepowania tego genu w danej populacji.

6. Obiekty kukurydzy, zgromadzone w Krajowym Centrum Roslinnych Zasobow
Genowych, powinny zosta¢ scharakteryzowane pod katem obecno$ci genow Rf oraz
identyfikacji typu cytoplazmy, co przyczyni si¢ do zwigkszenia ich potencjalnej
przydatnosci dla hodowli.
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