Markery DNA w selekcji form restorerowych
z CMS Pampa u zyta
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WSTEP

Zjawisko cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci bazujgce na cytoplazmie sterylizujgcej Pampa (Geiger, Schnell, 1970) jest najczesciej stosowane w hodowli heterozyjnej zyta
ozimego. Sterylizujgce dziatanie tej cytoplazmy wynika z niezgodnosci genomu jagdrowego i cytoplazmatycznego. Przy jej wykorzystaniu istotny problem stanowi przywracanie
ptodnosci pytku. Do przywrocenia ptodnosci niezbedne sg geny jadrowe o nieidentycznej sile dziatania, zlokalizowane w réznych obszarach genomu. Geny o najsilniejszym
efekcie posiadajg loci na chromosomach 4R oraz 1R (Miedaner i in., 2000). Identyfikacja markerow molekularnych zwigzanych z cechg przywracania ptodnosci pytku zyta z
CMS Pampa stanowi problem, gdyz markery te muszg byc silnie sprzezone z genami warunkujgcymi badang ceche, by unikng¢ réwnoczesnej selekcji cech niekorzystnych, i
powinny skutecznie roznicowac szerokg pule materiatow. W ciggu ostatnich lat zidentyfikowaliSmy markery DArT silnie sprzezone z genami przywracania ptodnosci (dane
niepublikowane). Na podstawie sekwencji DNA tych markerow zostaty opracowane startery do reakcji specyficznego PCR, ktore umozliwiajg selekcje wspartg markerami
molekularnymi linii — miedzy innymi z genami na chromosomie 4R i 1R — w obrebie ograniczonej puli genowej.

MATERIAL I METODY

Materiat roslinny stanowito 7 zrdznicowanych genotypow reprezentowanych przez linie restorerowe zyta (SO 23R/09, SR 13, WM 11R, WM 19R, WM 30R, WM 34R, WM 35R)
prowadzone na cytoplazmie Pampa. Rosliny nalezagce do wyzej wymienionych linii nie wykazywaty obecnosci genu na chromosomie 4R (na podstawie badan molekularnych).
Linie te krzyzowano z formg donorowg, ktora zawierata gen przywracania ptodnosci na chromosomie 4R (obecnos¢ genu stwierdzono na podstawie mapowania genetycznego),
a nastepnie prowadzono krzyzowania wypierajgce genom formy donorowej. Uzyskano rosliny BC3F1.

Krzyzowania wypierajgce kontrolowano za pomocg markeréw DNA (specyficzne markery ukierunkowane na sekwencje markerow DArT sprzezonych z genami na
chromosomach 1R i 4R). Stosowano pie¢ par selektywnych starterow powielajgcych markery D-7, D-10 i D-11 ukierunkowane na 4R oraz D-4 i D-23 na 1R. Reakcje PCR
prowadzono w 10pl mieszaniny reakcyjnej, zawierajacej jednokrotny bufor do reakcji PCR, 2.5mM MgCl,, 0.4mM dNTPs, 0.15pM startera F i R, 5 hg genomowego DNA oraz
0.0125U polimerazy HotStarTaq DNA, stosujgc nastepujgcy profil termiczny powielania: [95°C — 15min] [94°C — 30s; 65°C Ramp -0.7°C — 30s; 72°C — 60s]x12 [94°C — 30s;
56°C — 30s; 72°C — 60s]x29 [72°C — 10 min] [5°C oo]. Obecnos¢ markerow weryfikowano elektroforetycznie na zelach agarozowych. Uzyskane wyniki konwertowano do
postaci matrycy binarnej.

WYNIKI

Analiza molekularna wykonana z wykorzystaniem markeréw D-7, D-10 oraz D-11 wykazata wprowadzenie genu 4R do genotypow SO 23R/09, SR 13, WM 11R, WM 19R, WM
30R, WM 34R, WM 35R odpowiednio u 39, 15, 1, 11, 7, 107 i 18 linii. Markery genu przywracania ptodnosci pytku lokalizujgce sie na chromosomie 1R dla linii BC3F1
odpowiadajgcych genotypom SO 23R/09, SR 13, WM 19R, WM 30R, WM 34R, WM 35R wystgpity odpowiednio u 7, 3, 2, 9, 27 oraz 2 przypadkach. Nie stwierdzono obecnosci
markerow genu 1R u jednej linii BC3F1 dla genotypu WM 11R. W przypadku linii BC3F1 odpowiadajgcym genotypom SO 23R/09, SR 13, WM 11R, WM 19R, WM 34R oraz WM
35R gen na chromosomie 1R wystepowat zawsze tgcznie z genem na 4R. Linie BC3F1 dla genotypu WM 30R stanowity wyjatek, w trzech przypadkach stwierdzono
wystepowanie genu na chromosomie 1R bez obecnosci genu na 4R. Zestawienie wystepowania poszczegolnych genow podano w Tabeli 1.

Rysunek 1. Fragment zelu agarozowego po rozdziale elektroforetycznym z widocznymi markerami. Pierwsza (pusta) Sciezka — linia kontrolna (mateczna bedaca biorcg genu 4R). Druga Sciezka —
linia kontrolna (donorowa — dawca genu 4R). DNA badanych linii analizowano za pomocg markera D-7 sprzezonego z genem przywracania ptodnosci pytku na chromosomie 4R. Dalsze Sciezki
reprezentujg kolejne linie populacji BC3F1. Sciezki 1-9 odpowiadajg genotypowi SO 23R/09; Sciezka 10 — genotyp WM 11R; Sciezki 11-13 — genotyp SR 13; Sciezki 14-16 — genotyp WM 19R;
Sciezki 17-18 — genotyp WM 30R; Sciezki 19-42 — genotyp WM 34R; sciezki 43-46 — genotyp WM 35R.

kit 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2ak bl 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46

Rysunek 2. Fragment zelu agarozowego po rozdziale elektroforetycznym z widocznymi markerami. Pierwsza (pusta) Sciezka — linia kontrolna (mateczna bedaca biorcg genu 4R). Druga Sciezka —
linia kontrolna (donorowa — dawca genu 4R). DNA badanych linii analizowano za pomoca markera D-11 sprzezonego z genem przywracania ptodnosci na chromosomie 4R. Dalsze Sciezki
reprezentujg kolejne linie populacji BC3F1. Sciezki 1-9 odpowiadajg genotypowi SO 23R/09; Sciezka 10 — genotyp WM 11R; Sciezki 11-13 — genotyp SR 13; Sciezki 14-16 — genotyp WM 19R;
Sciezki 17-18 — genotyp WM 30R; Sciezki 19-42 — genotyp WM 34R; Sciezki 43-46 — genotyp WM 35R.

Rysunek 3. Fragment Zelu agarozowego po rozdziale elektroforetycznym z widocznymi markerami. Pierwsza (pusta) Sciezka — linia kontrolna (mateczna bedaca biorcg genu 4R). Druga Sciezka —
linia kontrolna (donorowa — dawca genu 4R). DNA badanych linii analizowano za pomoca markera D-23 sprzezonego z genem przywracania ptodnosci na chromosomie 1R. Dalsze Sciezki
reprezentujg kolejne linie populacji BC3F1. Sciezki 1-9 odpowiadajg genotypowi SO 23R/09; Sciezka 10 — genotyp WM 11R; Sciezki 11-13 — genotyp SR 13; Sciezki 14-16 — genotyp WM 19R;
Sciezki 17-18 — genotyp WM 30R; Sciezki 19-42 — genotyp WM 34R; Sciezki 43-46 — genotyp WM 35R.

Tabela 1. Zestawienie wystepowania markerow gendw przywracania ptodnosci pytku u PODSUMOWANIE
zyta z CMS Pampa dla poszczegolnych genotypow restorerowych pokolenia BC3F1. 1. Specyficzne markery DNA, ukierunkowane na geny odpowiedzialne za przywracanie
ptodnosci pytku zlokalizowane na chromosomach 4R i 1R, umozliwiajg kontrolowanie
Liczba linii z markerami genu na chromosomie: przenoszenia (selekcje wspartg markerami molekularnymi) i/lub wstepne stwierdzenie
Genotyp lini Liczba linii w R = T~ obecnosci tych gendw w wybranych genotypach linii restorerowych.
BC3F1 danym genotypie 2. W obrebie linii BC3F1 odpowiadajgcych siedmiu genotypom linii restorerowych
S0 23R/09 49 7 39 5 wystepuje marker genu przywracania ptodnosci na chromosomig 4R.
3. Stwierdzono, ze w obrebie badanych materiatow tylko niektore BC3F1 wykazywaty
SR 13 15 3 15 3 obecnos¢ markera genu przywracania ptodnosci pytku u zyta z CMS Pampa na
chromosomie 1R.
WM 11R 1 0 1 0 4. Wyodrebniono linie BC3F1 odpowiadajgce genotypom SO 23R/09, SR 13, WM 19R, WM
34R, WM 35R oraz WM 11R, ktére najprawdopodobniej zawierajg gen przywracania
WM 19R 14 2 11 2 ptodnoéci pytku lokalizujacy sie na chromosomie 4R i nie posiadaja genu na 1R.
5. Trzy linie odpowiadajgce genotypowi WM 30R wykazywaty obecnoS¢ markera genu na
WM 30R 10 9 / 6 : , .
chromosomie 1R bez obecnosci genu na 4R.
WM 34R 112 27 107 27 6. Wyodrebniono szereg linii reprezentujgcych szesC z siedmiu  genotypow
prawdopodobnie zawierajgcych jednoczesnie oba geny restoracji.
WM 35R 18 2 18 2 7. Opracowane markery mogg by¢ wykorzystane do wyprowadzenia linii restorerowych o
zroznicowanym sktadzie gendw restoraciji.
SUMA 212 >0 198 47 8. Koniecznym jest potwierdzenie uzyskanych danych poprzez wykonanie analizy
molekularnej populacji mapujacych pokolenia F2 opartych o badane materiaty roslinne.
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