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Wykaz skrotow

a — efekt addytywny linii rodzicielskiej A
ABA — kwas abscysynowy
BSG — dwukierunkowa selekcja genotypow
CiM — zlozone mapowanie przedziatowe
cM — centymorgan
DArT — technologia zrinicowanych mikromacierzy
Eps — WCzesng per se
FN — liczba opadania
FT — termin kwitnienia
GA — (giberelina
Gl — indeks kietkowania
GN — liczba ziaren w kfosie
HD — termin kloszenia
HE — wczesn& kloszenia
IAA — kwas indolilo-3-octowy
IM — mapowanie przedziatowe
ISSR — obszar radzy prostymi sekwencjami powtorzonymi
K — populacja mapygga RIL otrzymana z miesiea 541x Ot1-3
L — populacja mapgfa RIL otrzymana z miesgea Ds2x RXL10
LOD — logarytm prawdopodohistwa
M — populacja mapygga RIL otrzymana z miesiea S120< S76
NPK — azot, fosfor, potas
nt — nukleotydy
PCR — tacuchowa reakcja polimerazy
PHS — porastanie przadwne
Ppd — fotoperiod, geny odpowiedzi na fotoperiod
QTL — locus/loci cechy ilgciowej
— wspotczynnik determinacii (%)
RAPD — losowo amplifikowany polimorficzny DNA
RIL — rekombinacyjna linia wsobna
S — populacja mapaga RIL otrzymana z miesgea 541x 2020LM
SCAR — amplifikowane regiony o znanej sekwencji
SI — indeks porastania
SMA — analiza pojedynczego markera
SSCP — polimorfizm konformacji pojedynczej nici
SSD — metoda wysiewu pojedynczego ziarniakgwana do wyprowadzania RIL
SSR — proste sekwencje powtorzone, markery mikettane
STS — miejsca znaczone sekwencyjnie
Test F — test Fishera
TestK-S  — test Kotmogorowa—Smirnowa
Test M-W - test U-Manna—Whitneya
Test W-W - test Walda—Wolfowitza (test serii)
Vi — udziat w kiosie skietkowanych ziaren, oceniomizualnie

Vvrn — wernalizacja, geny odpowiedzi na wernalizacj






1. Wprowadzenie

Zyto, jako zbae dobrze dostosowane do warunkéw klimatyczno-glglsbwobszaru
Europy Srodkowo-Wschodniej i Pétnocnej, cieszy sv krajach tego regionu da popular-
noscig. Jest cenione ze wzglu na swoje walory agwcze i dietetyczne, zwtaszcza przez
zwolennikéw zdrowejzywnosci. Zyto jest zrédiem btonnika, zawiera zewiecej witamin
i mikroelementéw ni pszenica. Oprocz pozytywnego wptywu na procesiéaa stosowanie
diety bogatej w przetworyytnie powoduje obmienie ryzyka wysipienia chorob serca, hi-
percholesterolemii czy otyoi. Prawdopodobne jest rowai®@chronne dziatanieyta prze-
ciwko nowotworom hormonozataym (Hansen i in. 2004Y.yto znajduje zastosowanie tak
w przemyle spirytusowym i jestaywane do produkcji bioetanolu.

Polska nalgy do najwaniejszych rejonow uprawyyta, zajmuje drugie miejsce na
swiecie po Rosji pod wzgtlem produkcji tego zlia. W 2007 roku zbioryyta w Polsce
osiagrety 22% swiatowej produkcji. Wedtug GUS powierzchnia uprasyya ozimego w Pol-
sce w 2008 roku wynosita prawie 1,4 min ha i bytlaksza w przyblieniu o 80 000 ha w po-
rownaniu z 2007 rokiem. Areat uprawy tego gatundst znacacy i ustpuje jedynie psze-
nicy ozimej i mieszankom zkowym. W ostatnich trzech lataclgto ozime zajmowato okoto
17% powierzchni uprawy zladLista Opisowa Odmian 2009).

Spasrod wszystkich gatunkéw zhowych zyto najlepiej znosi niekorzystne warunki
klimatyczne, mgdzy innymi zimowe mrozy do —2& i brak okrywysnieznej. Mazna je
uprawi& przez wiele lat na glebach stabej jékiobez stosowania ptodozmianu. Zdadioio
adaptacyjne do wmmych warunkéw siedliskowychyai zyta, podobnie jak u innych $lin wy-
dajgcych nasiona, w diej mierze uzalenione od terminu prz&gia z fazy wegetatywnej do
generatywnej. W niekorzystnych warunkach pogodowscHaworyzowane réiny ,wcze-
sniejsze” (Jung i in. 2007). Wczesny termin kloszetyita sprawiaze jest ono mniej wedi-
we niz na przyktad pszenica nafpwwiosenne niedobory wody (Grabki 2005). Poza lep-
szym plonowaniem niiwy jest wczeéniejszy zbior, co z kolei pozwala unikhnstrat zwi-
zanych ze zjawiskiem porastania prz@dnego, stanowcego powany problem w uprawie
zyta w razie deszczowej pogody (Haro i Allan 1993tdi in. 2001). Termin kioszenia jest
zaliczany do waniejszych cech rolniczych odmian zy@ informacje o tej cesze znajgsje
w ,Li scie Opisowej Odmian”, przygotowywanej coroczniegzrLentralny @odek Badania
Odmian Rélin Uprawnych (COBORU).

Poznaniezyta od strony genetycznejgsto rozpoczyna sj podobnie jak u innych ga-
tunkow, od konstrukcji mapy sprzen z wykorzystaniem markerow molekularnych. Riga
stworzono kilkangcie map genetycznych; wiele z nich podlegaigj rozbudowie. Informa-
cje 0 wikszaici opublikowanych mapytnich 3 dostpne na stronie internetowBye gene
map (Schlegel i Korzun 2008). Mapy te stangwiogodne nakxizie do wykrywania obsza-
row genomu kontrolagych wane cechy. Szczegdlnie pomocne okazig przy poszukiwa-
niu loci cech ilgciowych (QTL). Pierwsze publikacje o lokalizacji Qha petnej mapieyta
dotyczyty wczesnéxi ktoszenia (Masdaji Milczarski 1999) oraz cech zgaanych z morfolo-
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gig (Borner i in. 2000) i fizjologi roslin (Milczarski i Masof 2002). Kolejne doniesienia opi-
sywaty QTL warunkujce neska sterylngé (Stojatowski i in. 2004), kontrolage proces po-
rastania i aktywn& o-amylazy (Masqaj i Milczarski 2005, Masdji in. 2007) oraz odpowie-
dzialne za reakejroslin zyta w warunkach in vitro (Bolibok i in. 2007).

Poniewa ekspresja cech wielogenowych jest silnie uzatma od warunkévérodo-
wiska, wskazana jest weryfikacja istofnb wykrywanych loci przez prowadzenie batla
w raznych srodowiskach, w rénych latach i dla rinych populacji mapyggych. Wielokrotne
analizy ¢ mazliwe dzieki zastosowaniu odpowiednich populacji maeych, medzy innymi
rekombinacyjnych linii wsobnych (RIL). Ten typ pdadji jest uznawany za najbardziej od-
powiedni do tworzenia map genetycznych aejuwviarygodndci i precyzji niezalenie od
rodzaju stosowanych markerow (Ferreira i in. 2006).

W Katedrze Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Rim Zachodniopomorskiego Uni-
wersytetu Technologicznego w Szczecinie (ZUT) déukastu lat 3 prowadzone badania
zmierzagce do stworzenia map genetycznysia. Pocatkowo wykorzystywano w tym celu
pokolenia F roznych mieszacéw medzyliniowych (Masog i in. 2001, Stojatowski i Lagk
ski 2002, Bednarek i in. 2003, Milczarski in. 200dyskow 2009), a obecnie trwaprace
nad konstrukegj map kilkuzytnich populacji RIL. Kada z czterech utworzonych dotychczas
map tego typu populacji sktada g okoto 1000 markerow (gtéwnie DArT), co stanowbd
podstaw do mapowani#oci réznych cech iléciowych.

Trzy mapy pokolenia Fpopulacji DsZ RXL10, 541x Ot1-3 i S12x S76 wykorzy-
stywano do lokalizacji QTL warunkagych przedniwne porastanie (Masbji in. 1998,
Myskow i in. 2004, Masdj i Milczarski 2005, Twardowska i in. 2005, Ma&ajin. 2007,
Masog i in. 2009, Masdj i Milczarski 2009, Mgkow i in. 2010). Badania omawiane w tej
monografii czsciowo stanowd kontynuag tych prac. Jednym z zaonych celéw byto bo-
wiem zidentyfikowanie obszaréw genomu uczestigeh w kontroli przeghiwnego pora-
stania na zagzczonej mapie populacji RIL otrzymanej z miggzaS12k S76. Pozwolito to
na weryfikacg QTL zmapowanych uprzednio, unliovito wskazanieloci najwazniejszych
dla kontroli tej cechy i wytypowanie zestawu nowyohrkerow zwazanych z genami odpor-
nosci na porastanie gyta.

Zagsszczone mapy genetyczne populacji RIL czterechzaiesw zyta wykorzystano
takze do wykrycia QTL wczesroi. ,Wczesnd¢” w badaniach nad é&inami jest okréle-
niem dotyczcym przewanie generatywnej fazy rozwoju. Przap z fazy wegetatywnej do
generatywnej u wielu gatunkéw jest procesem emgagtym w czasie. Dlatego przy jego
badaniu wybiera sido oceny pewien charakterystyczny etap, tatwy dobgerwowania.
U zyta i zb& z nim spokrewnionych wczes§tojest oceniana albo w momencie pojawienia
sie kwiatostanow, czyli ktosow (ktoszenie), albo w éhwwtwierania s¢ kwiatkdw i wysuwa-
nia pylnikow (kwitnienie). W pracy badano wczeshma obu tych etapach i wykrywano
QTL kontrolupce termin ktoszenia (HE) i kwitnienia (FT).



2. Cdepracy

Dzicki postpowi w dziedzinie genetyki molekularnej, a zwtaszclzeki pojawieniu
sie technologii DArT, pozwalagej na szybkie uzyskanie danych o segregacjtysnarke-
row, mazliwe stato s¢ skonstruowanie w stosunkowo krotkim czasie siltageszczonych
map genetycznych. Gidwnym celem badsto wykorzystanie tego typu map do poznania
dziedzicznego podia cechzyta ozimego wanych z praktycznego punktu widzenia — wcze-
snaici oraz porastania. Przy realizacji bagdormutowano nasgpujace cele:

1. Identyfikacja QTL odpowiedzialnych za wczeghayta:

a) lokalizacja na czterech mapach genetycznych @djowiedzialnych za wcze-
snai¢ kloszenia;

b) lokalizacja na mapie miesga 541x 2020LM QTL odpowiedzialnych za termin
kwitnienia.

2. ldentyfikacja QTL kontrolacych porastanie przediwne zyta:

a) lokalizacja QTL kontrolacych porastanie przediwne na mapie miesaea
S120x S76;

b) ocena wptywu obcozapylenia na angkemienndci i identyfikacg QTL kontrolu-
jacych porastanie przediwne.

3. Wytypowanie markerow molekularnych spmanych z genami warunkagymi
wczesneéc¢ | odporna¢ na porastanigyta.

4. Ocena zalenosci migdzy wczesnécia a przedniwnym porastaniemyta.






3.  Przeghd literatury
3.1. Termin kwitnienia

Rasliny, aby wydd jak najwikszy plon, dostosowsjokres kwitnienia do optymal-
nych warunkéwsrodowiska, w ktérymzyja. W rejonach tropikalnych wiele slin zakwita
w chtodniejszych porach roku, aby undknletnich upatow. Odwrotnie jest w rejonach
o klimacie umiarkowanym: wiele §bn zakwita wiosm, aby unikma¢ ryzyka uszkodzenia
organow generatywnych przez zimowe mrozy.

Jednym z mechanizmow, gki ktorym railiny synchronizuy kwitnienie z optymal-
nymi warunkami sezonowymi, jest zdofidoreagowania na zmiany diugm dnia — fotope-
riod. Wiele ralin w tropikach zakwita, gdy dzieulega skroceniu, podczas gdysinoy
w strefach umiarkowanych kwirw odpowiedzi na wydiajacy sk dzien.

Innym sezonowym sygnatem dlasha inicjujacym prze§cie z fazy wegetatywnej do
generatywnej jest temperatura. W warunkach klimatiarkowanego wysza temperatura
moze przyspieszakwitnienie wiosa. Co wicej, wiele rglin tej strefy klimatycznej kwitnie
tylko po ekspozycji na wydkony czas chtodu — wernalizacji. To minimalizuje yka
uszkodzenia organow generatywnych xivaych na zimno. Réiny czesto reagyj na kom-
binacg diugdci dnia, wernalizagj i temperatug, aby uzyské& optymalny czas kwitnienia
(Cockram i in. 2007, Zhang i in. 2008, Greenup. 2009, Wang i in. 2010).

3.2. Genetyczna kontrola terminu kwitnienia

Najbardziej wyczerpuyry wglad w kontrok procesu kwitnienia, uwzediniajgcy zto-
zone interakcje ngdzy r&znymi genami i prowadgy do zrozumienia molekularnych szla-
kow kontrolupcych sezonowe odpowiedzistim, zawdzeczamy badaniom nad gatunkiem
modelowym -Arabidopsis thaliangprzeghd w Baurle i Dean 2006).

Podejmowano tepréby rozszerzenia wiedzy o mechanizmach kwitaieninnych ro-
slin, w tym zb&, takich jak ry, pszenica igczmiei. Badania te wykazaly istotnezrtice
w regulacji procesu kwitnieniaArabidopsis thaliana roslin zbazowych. Poréwnanie cDNA
i sekwencji genomowych wskazuje na to}4i — %2 genéw ryu nie ma swoich odpowiedni-
kow w genomieArabidopsis thaliangKikuchi i in. 2003, za: Laurie i in. 2004), co awlier-
ciedla ich dlug ewolucyjry separagj. Uswiadomito to potrzeb niezalenego badania czasu
kwitnienia u zba (Greenup i in. 2009). Co wgej, zbaa umiarkowanych stref klimatycz-
nych, takie jak pszenicaggzmie i zyto, rowniez od ryzu oddziela diuga ewolucyjna droga,
prawdopodobnie 60 min lat lub ggej. Mazna s¢ wiec spodziewé, ze cz$¢ genow wspolna
dla ryzu i innych zba ulegta dywergencji i wykazuje zmiany pod wgggm struktury i/lub
funkcji (Laurie i in. 2004). Rodzaj zaleosci miedzy genami zbb mazna wykaza dzieki
ustaleniu wiaciwych lokalizacji gendéw na mapach genetycznycimyéh gatunkow.
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Reakcja na temperaturozdziela zbga na dwa typy — jare i ozime. Zmiertav reak-
cjach na dlug& dnia mae by wykryta medzy tymi dwoma klasami lub w ich aflme. Bada-
nia genetyczne oprécz grup gendw gainych z odpowiedzina wernalizagj (Vrn) i z reakcy
na fotoperiod Ppd) wskazuj tez geny zaangawane w proces kwitnienia, ktore nie wyglak
specyficznie zwgzane z odpowiedzina dziatanie temperaturygwiatta (Snape i in. 2001). Ten
typ regulacji jest okrgany najczsciej terminem wczesroi per se(Eps). Inne, anglegyczne
okreilenia tego zjawiska toarrow-sense earlinesgitrinsic earlinessczy basic development
rate (Lewis i in. 2008). Geny bigce udziat w kontroli wczessoi per semog by¢ glownymi
determinantami wewgtrzgatunkowej zmiennigi czasu kwitnienia w miesgeach w obgbie
typow raslin jarych lub ozimych. Maj one maliwosci modyfikowania czasu kwitnienia, ale s
stabo poznane i zastugupa rozszerzone badania (Laurie i in. 2004).

Efekt dziatania genowEps jest ogolnie mniej wyray niz gendéw Ppd czy Vrn
i najczsciej] 8 one wykrywane jako QTL. Majtendeng} do zr&nicowanej lokalizacii
w réznych mieszacach, co sugeruje istnienie stosunkowaejliczby genéw kontrolucych
efekt wczesnéci w przeciwigistwie do gendwPpd i Vrn, ktérych jest niewiele (Kato i in.
1999, Laurie i in. 2004).

3.3. GenyVrni Ppdu zbaz

Badania ¢czmienia i pszenicy wskazupa istnienie zaledwie kilku gtéwnych genow
odpowiedzi na fotoperiod i wernalizacjTrzy gtéwneloci kontrolupgce reakaj na wernaliza-
Cje U pszenicy igczmienia zajmuyj kolinearne pozycje w odpowiadaych sobie genomach,
Cco mae swiadczy o tym,ze g genami ortologicznymi (Laurie i in. 1995, za: Coank i in.
2007, Dubcovsky i in. 1998, Karsai i in. 2005, Yian. 2006). Najlepiej jest poznana grupa
genow przypisana do diugiego ramienigt@go chromosomu: ggzmienia -Vrn-H1 (Laurie
i in. 1995, za: Lin i in. 2008), u pszenicy diplaldej (Triticum monococcuin— Vrn-A™
(Dubcovsky i in. 1998, Tranquilli i Dubcovsky 200Q) pszenicy zwyczajnej ¥rn-Al,
Vrn-B1i Vrn-D1 (Law 1966, Laurie i in. 1994, Laurie i in. 199%, 2.aurie 1997, Nelson i in.
1995, Snape i in. 2001, Whitechurch i Snape 20@3)yta —Vrn-R1, dawniejSpl(De Vries
I Sybenga 1984, za: Plaschke i in. 1993, Efremana2006). Dominujce lub kodominujce
allele warunkuyj niewrazliwos¢ na wernalizagji nadaj roslinom charakter jary. Druga seria
gendéw Vrn, z recesywnymi allelami niewxiwosci na wernalizacg, jest zlokalizowana
w syntenicznych regionach gbégo chromosomuegzmienia ¥rn-H2) i Triticum monococ-
cum (Vrn-A"2) — Dubcovsky i in. 1998, Tranquilli i Dubcovsky @D U gczmienia stwier-
dzono te obecn&¢ trzeciego genu ¥rn-H3 — zmapowanego pierwotnie na chromosomie 1H
(Takashi i Yasuda 1971, za: Tranquilli i Dubcov&p0, Cockram i in. 2007). Nowsze bada-
nia wskazaty na lokalizagjocusVrn-H3 na chromosomie 7HS, co odpowiada poziagus
Vrn-B3 z chromosomu 7BS pszenidyiticum aestivum(Law 1966, Law i Worland 1997,
Yan iin. 2006, Cockram i in. 2007).

Podobnie jak w przypadku gendwn, gtowneloci warunkugce odpowied na foto-
period zmapowano w obszarach syntenicznych na iknGtamieniu drugiej grupy chromo-
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somow pszenicy (Law i in. 1978, Scarth i Law 19BBam-Faridi i in. 1996, Cockram i in.
2007, Lewis i in. 2008, Lin i in. 2008)¢czmienia(Laurie i in. 1995, za: Laurie 1997). Spo-
s6b ich dziatania jest jednak odmienny u obu gaiunkU jeczmienia dominujce allele
w locus Ppd-H1 warunkuj wczesne kwitnienie w warunkach diugiego dnia, jstegc bez
wplywu na czas kwitnienia w warunkach krotkiegoadni) pszenicy homeologiczna sdoai
Ppd z krotkiego ramienia drugiej grupy chromosomow azlije efekty o rinym natzeniu,
co pozwala uszeregowage w kolejngci: Ppd-D1>Ppd-B1>Ppd-Al(Worland i in. 1998),
chocia Ppd-Al pozostaje stabo scharakteryzowany. Pszeniczne ndggoe allele Ppd
znacznie obrtiajg wrazliwos¢ na fotoperiod i wptywaj na wczesne kwitnienie w warunkach
zarowno krotkiego, jak i diugiego dnia. Drugi gtoyocus odpowiedzi na fotoperiod Ppd-
-H2 — zostat zmapowany na chromosomie 1H u migszanedzy jeczmieniem ozimym i ja-
rym (Laurie i in. 1995, za: Laurie 1997). Allel guadzcy od rodzica o charakterze ozimym
warunkowat opénienie kwitnienia w warunkach krotkiego dnia. U @sicy nie zidentyfiko-
wano réwnowanegolocus chocia w pierwszej grupie chromosomow stwierdzdooi re-
gulujace czas kwitnienia (Law i in. 1998).

Poza gtéwnymioci Ppdi Vrn w genomachgczmienia i pszenicy odnotowywano tak-
ze obecné& dodatkowychoci wrazliwosci na temperatgri swiatto. Loci odpowiedzialne za
reakcg roslin na fotoperiod mapowano na 3D (Hay i Ellis 1998rland i in. 1998, Cockram
i in. 2007, Lin i in. 2008) i 6D (Islam-Faridi i ir1996),loci z& regulupce reaka} na werna-
lizacje na 3B (Worland i in. 1998, Cockram i in. 2007) smostej grupie chromosomow (ls-
lam-Faridi i in. 1996) oraz na 7A (Law i Worland9).

3.4. Geny wczesrgei per se

Liczne QTL terminu kwitnienia i wczeska per sezlokalizowano zarowno u psze-
nicy, jak i jgczmienia. W ranych populacjach mamgych pszenicy wykryto kilkarsaie
QTL (Scarth i Law 1983, Islam-Faridi i in. 1996, tdd in. 1999, Kato i in. 2002, Cockram
iin. 2007), wykazujc ich obecné& na co najmniej 13 z 21 chromosoméw (Kunpu i in.
2009). Rownie wigckszas¢ chromosomowgczmienia zawiera QTL wczeséod per se(Laurie
I in. 1995, za: Cockram i in. 2007), rozmieszczpreewanie w obszarach syntenicznych do
genomu pszenicy. Prawiadnego z tych QTL nie udatoesdo tej pory scharakteryzowa
(Cockram i in. 2007).

Jednym z doktadniej zbadanych genéw wczésinmer seokazat sp Eps-A"1 wykryty
u pszenicyTriticum monococcunma chromosomie 1A (Bullrich i in. 2002, Valarik i in.
2006, Lewis i in. 2008, Faricelli i in. 2010). Oleé¢ réwnowanego locus stwierdzono
wczesniej takze u pczmienia (Laurie i in. 1995, za: Laurie 199Zpcusprawdopodobnie or-
tologiczny w stosunku d&ps-A"1 wykryto réwniez na chromosomach 1B i 1D u pszenicy
zwyczajnej. Homeologiczne regiony QTL z pierwszajpy (QFIlt.-nau-1B QFlt.-nau-1D
warunkowaty, w zalmosci od czynnikow srodowiska, 6,2—-21,9% zmienéw (Lin i in.
2008). W przypadku pszenicy diploidalnej ten gepawiedzialny byt a za 47% zmienrki
fenotypowej cechy (Bullrich i in. 2002). Dowiedzmakze, ze jest to gen, ktérego dziatanie
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zalery od temperatury, poniewavykazywat on odmienny wptyw na czas kwitnieniaemt
peraturze 16°C i 23°C (Bullrich i in. 2002, Appemdi Slafer 2003, za: Chen i in. 2009), co
podaje w wgtpliwosé, czy geny wczesnroi per sess rzeczywscie niezalene od wptywow
srodowiska. Charakterystykgps-A"l sugeruje,ze wiele gendéw definiowanych jako geny
wczesndci per se ktorych dziatanie jest analizowane w materialeeggcznym pozbawio-
nym dodatkowycHoci kontrolugcych czas kwitnienia, mme podlega wptywom sygnatéw
srodowiskowych (Cockram i in. 2007).

3.5. Geny wczesni u zyta

Dotychczasowe badania z wykorzystaniem map geneygbzzyta pozwolity na wy-
krycie czterechioci zwigzanych z terminem kwitnienia (FT). Dwa QTL zlokakzano na
chromosomie 5R, jeden z nich byt odpowiedzialnyeakcg roslin na wernalizagj (Vrnl),
drugi za fotoperiodRpdl — Plaschke i in. 1993, Bérner i in. 2000, Korzun. 2001. Pozo-
statle dwa QTL warunkgge wczesn& per seumiejscowiono na chromosomach 2R i 7R
(Borner i in. 2000, Korzun i in. 2001). Wykryte QEimapowano dzki analizie fenotypowej
pokolenia i F3 mieszaca medzyliniowegozyta P87 P105. Poszukiwanie QTL wczesno-
sci ktoszenia prowadzone dla pokolenia ieszéca Ds2x RXL10 (Masof i Milczarski
1999) pozwolito wykr¢ dwa regiony zawierage loci istotnie zwijzane z wczesroig kio-
szenia. Jeden z QTL zmapowano na chromosomie 4] da 5R. Na mapie pokolenia F
mieszaca medzyliniowego 544 Ot0-20 (Stojatowski i tagiski 2002) odnotowano obec-
nos¢ dwoch obszaréw obejmygychloci kontrolugce termin ktoszenia. Byty to QTL zlokali-
zowane w grupach czwartej i siodmegdicych prawdopodobnie fragmentami chromoso-
méw 6R i 7R.

U zyta nie wykazano dotychczas istnienia QTL wczésnea chromosomie 1R mimo
petnej syntenii pierwszego chromosomu pszeniggta (Devos i in. 1993). Wynika to praw-
dopodobnie z braku petnej wiedzy na temat obszgEmwomuzyta odpowiedzialnych za kon-
trole procesu kltoszenia i kwitnienia.

3.6. Efekty plejotropowe gendéw wczesroi

Interesugce w odniesieniu do genow wczescigper sejest to, czy mog one wyka-
zywa® efekty plejotropowe. Liczne badania dotyce gendwPpdi Vrn potwierdzity ich jed-
noczesny wptyw na inne cechy istotne dla rozwoglimoPlejotropowe efekty dziatania ge-
noéw Ppd na takie cechy, jak wysokéroslin, morfologia kitosa i liczba oraz masa ziaren;wy
kazano u pszenicy e¢zmienia (Laurie i in. 1994, Worland i in. 1998, kdgai in. 2010).
Buck-Sorlin i Borner (2001), badga zachowanie niewgdiwego na fotoperiod mutantagz-
mienia z recesywnym geneea;, wykazali, # znacaco krétszy cyklzyciowy mutanta miat
implikacje dla morfologii rélin. Ostabione byto krzewienie, zmniejszona wys@kaooslin,
aliczba Igci i liczba medzywezli zredukowana. Obserwowano t@k mniejsz liczbe kto-
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skow w kilosie, ale tylko w warunkach diugiego drikieki badaniom linii dihaploidalnych
jeczmienia wykazano wptyw genu wiavosci na fotoperiod Rpd-HJ) i genu odpowiedzi na
wernalizacg (Vrn-H1=Sh2 na wiele cech agronomicznych (Karsai i in. 19%3kres efektu
dziatania obu genéw byt zaley odswiatta dziennego. W warunkach diugiego dRjad-H1

i w warunkach krétkiego dniglrn-H1 byty istotnymi czynnikami dla wkszaici cech. Réw-
niez interakcja mgdzy tymiloci w warunkach krétkiego i dtugiego dnia byta istotia kilku
cech, szczegdlnie dla komponentow plonu. W warumldiagiego dnidPpd-H1wptywat na
wysokai¢ roslin przez determinowanie liczby emtdéw. Wykryto tex epistatyczny zwizek
miedzy tymi dwomadoci dla masy tysica ziaren i dla krzewienia. Wykazano wreszcie plejo
tropowe efekty dziatania najlepiej scharakteryzoggangenu wczessoi per se LocusEps-
A™ wptywat na dtugé¢ pewnych faz rozwojowych i liczbktoskéw w ktosie pszenicy di-
ploidalnej (Lewis i in. 2008).

Wiedza o ztaonym wplywie genow wczesho na inne wane cechy aytkowe pro-
wadzi do pytania, czy geny zyviane z wczesnrocia map takze zwhzek z innym wanym
momentem rozwoju, jakim jest przechodzenie nasashnrpotomnych z okresu spoczynku
do fazy wegetatywnego rozwoju. Interegd jest, czy wczesny termin kwitnienia ma przeto-
zenie na wczesny termin kietkowania r@stego pokolenia. To zagadnienie wydajeisiot-
ne szczegolnie w odniesieniu do niekorzystnego igjaay jakim jest przedwczesne kiel-
kowanie ziaren zbow ktosach, okrdanego mianem przediwnego porastania. Istnienie
zaleznosci miedzy wczesngcig a porastaniem sugerowano w niektérych pracachzoseata
ona jednak dokfadnie poznana (Munkvold i in. 2009).

3.7. Porastanie przedniwne

Na niekorzystne zjawisko kietkowania w kiosaghnsirazone gtdwnie ziarniakiyta,
pszenicy i pszetyta. Ziarniaki oplewione, na przyktad owiescczmien, charakteryzuj sie
mniejsz skionndcia do porastania. Latwiej porasiajosliny ozime ng jare, co waze St
z dtugcaicig okresu spoczynkowego. Spoczynek jest slarg/ jako niezdolng& do kietkowa-
nia nasion w sprzyjagych warunkach mimo aggnigcia widocznej dojrzakei. Stanowi wg¢c
cecle przeciwstawn do porastania i jest niekiedy definiowany jako @dmi¢ na porastanie
(Barr i in. 2003, za: Ullrich i in. 2008). Fizjolaxzny zwihzek midzy tymi cechami potwier-
dzono zalenosciami na poziomie genetycznym (Ullrich i in. 2008).

Wedlug szacunkowej oceny straty plonu zk&powodowane porastaniencgaja
w Polscesrednio 5-10% ogolnej produkcji (Czarnocki i in. ZQ0W wielu krajach rutynowo
klasyfikuje s¢ odmiany zba w zaleznosci od podatnéci na porastanie w warunkach lokal-
nych. Uzyskanie odmian odpornych na kietkowanieeziav ktosach jest jednym z gtéwnych
kierunkow programoéw hodowtiyta. Paradoksalnie sklongtodo porastania obserwowana
u wspotczesnych odmiamyta i innych zba jest efektem ubocznym wieloletniej hodowli
zmierzajcej do ujednolicenia czasu wschodow po siewiedlsgl w celu uzyskania lepszego
wigoru kietkowania (Lenton 2001, za: Rybka 2003).ef&kcie tych dziatawyeliminowano
z materiatdw hodowlanych geny warundeg gkboki spoczynek, obecne u dzikich przodkow
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wspotczesnych zlm) czego konsekwengjsa tatwo porastajce krajowe odmianyzyta.
W przypadku réwnoczesnych zbiordw na porastanidZigr sy naraone odmiany, ktére po
wczeniejszym osignieciu dojrzat@ci pozostaj na polu diaej niz odmiany péne. Odmiany
wczesne powinny Wt odznacza sie diuzszym okresem spoczynku, co jest trudne d@-osi
gniecia w praktyce hodowlanej. Selekcja zmiegzajdo zwgkszenia odpornei na porasta-
nie prowadzona bez kontroli daty kwitnienia lubyfatojrzataci roslin moze wyeliminowa

Z populacji formy wczesne, doprowadga@o p&nego dojrzewania (MasojL996).

Porastanie jest zjawiskiem bardzozinoym, zaley od wielu czynnikow zaréwno ge-
netycznych, morfologicznych, fizjologicznych, bi@hicznych, jak isrodowiskowych,
w tym klimatycznych i troficznych. Przedwczesnenmetkowaniu ziarna sprzyjajduza ilosé
opaddw lub wysoka wilgotri¢ i umiarkowana temperatura. Istotny wplyw na paast
ziarna ma technologia uprawy (Czarnocki i in. 200@%ensywne nawaenie sprzyja zjawisku
porastania, co ma zapewne Zzék ze wzrostem wytwarzania ogoétu biatek, w tymyemz
a-amylazy.

Do cech wplywajcych na skitonn& do porastania zaliczagsmorfologk ktosa, jego
ksztalt i zbitg¢ oraz obecné osci. Klosy wyprostowane nie sprzyjagatrzymywaniu wody,

z kolei asici powodugy zwigkszone wchtanianie wilgoci (King i Richards 1984; Burt 2008).
Kolejne cechy to struktura i sktad okrywy owocowasiennej, stanowtej fizyczry barieg

dla wymiany tlenu i dwutlenku ggla miedzy atmosfes i zarodkiem. Przerwanie spoczynku
zalezy takze od proceséw biochemicznych, takich jak dziatdibidormonow wptywajcych

na uaktywnienie enzymow hydrolitycznych i protegiitnych. J&i w zarodku zostaguru-
chomione gibereliny (GA), a i#6 kwasu abscysynowego (ABA) jest niska, wowczasenast
puje rozpocgcie syntezy amylaz katalizigych rozktad skrobi i spoczynek zostaje prze-
rwany. Auksyny i cytokininy réwnie biorg udziat w syntezie enzyméw zaangaanych

w proces kietkowania. Dziatanie hamacg na kietkowanie wykazuje kwas indolilo-3-octowy
nalezacy do auksyn (IAA); petni on zatem funkdnhibitora porastania.

Gtowng role wsrod enzymow istotnych dla procesu wychodzenia 2sikispoczynku
odgrywa grupai-amylaz. Ich dziatanie polega na hydrolizowaniazeh 1,4-glikozydowych
w skrobi, ktora ulega rozpadowi na cukry prosteetzzymya-amylazy § kodowane przez
rodzire genow i dzigd si¢ na trzy podgrupyae-Amyl a-Amy2i a-Amy3 Enzym fedacy pro-
duktema-Amyl nazywany amylagpa&znej dojrzatéci (ang.late-maturity amylaséub malt
amylase, jest aktywny w procesie porastania oraz w fazséehoddw rélin na polu (Mares
i Mrva 2008).

Prawdopodobnie wptyw na zahamowanie procesu kiedkiavmag takze flawonoidy
i kwasy fenolowe oraz lignany. Obecdav dojrzewagcym ziarnie zwazkow fenolowych ma
wieC zapewne znaczenie w obamniu podatnéci na porastanie (Weidner i in. 2002). Réwnie
endogenne inhibitory biatkowe m@gzutowa na stopié odporndci na porastanie.
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3.8. Genetyczna kontrola porastania

Poniewa na proces kietkowania ziaren w klosach wphanajzne i r&norodne czyn-
niki, genetyczne podi® porastania jest ztone i ma charakter wielogenowy. Powszechnym
sposobem jego analizy jestewi poszukiwanie regiondw genomu zawiecgch QTL kon-
trolujagce PHS lub QTL okresu spoczynku, liczby opadani¥) @zy tez aktywndaci a-amylazy.

Jednym z parametrow shcych do oceny porastania jest spoczynek, oznacjgday
indeks kietkowania Gl. Wylicza sigo przez ustalenie zaleosci miedzy liczky ziaren kiet-
kujacych w kolejnych dniach dwiadczenia, trwajcego okrélony czas (na przyktad dwa
tygodnie). Déwiadczenie jest prowadzone na wymidconych ziarnaglozonych na szal-
kach, na bibule filtracyjnej. Bezpeedni sposéb oceny PHS polega na €lkergu widocznego
porostu przez wyliczenie udziatu pénictych ziaren w kitosie (VI) lub wizuadnocer stop-
nia poraniccia ktosow (SI) wedtug przyjej skali (na przykiad gcio-, szdcio- lub dziewg-
ciostopniowej). Niekiedy stosujeesmetody pérednie, polegace na ustaleniu aktywsoi
a-amylazy lub liczby opadania (FN) na podstawieiestia korelacji mgdzy tymi trzema ce-
chami. Liczba opadania wyznaczona w aparacie Hggb&ertena pozwala na zbadanie cza-
su (s) opadania mieszadta w wodnej zawiesinjkinto odzwierciedla poziom lepka eks-
traktu. Kleik z maki uzyskanej z pormictego ziarna, na skutek aktywdoo amylazy i rozpa-
du skrobi, traci lepk& pazadarg przy wypieku chleba (Gubler i in. 2005, Kulwalni. i2005,
Mares i in. 2005, Ullrich i in. 2008).

Rodzaj zastosowanej metody pomiaru PHSenmie wptyw na wyniki mapowania
QTL. W badaniachegczmienia wykazano pedrzgodnd¢ migdzy lokalizacy QTL spoczynku
i porastania (Ullrich i in. 2008), ale w badanigudzenicy obserwowano nieco odmienne po-
zycje QTL w zalenosci od rodzaju zastosowanego parametru oceny poiastintiaz i in.
2008).

U pszenicy wykazano obeaitoQTL porastania na wszystkich 21 chromosomach (Im-
tiaz i in. 2008). Najbardziej powtarzalne pozyciserwowano dla QTL z chromosomow 3A,
3B, 3D i 4A (Kulwal i in. 2005, Lohwasser i in. @D, Mares i in. 2005, Mori i in. 2005,
Chen i in. 2008, Liu i in. 2008, Ogbonnaya i in080 Zhang i in. 2008, Fofana i in. 2009,
Mohan i in. 2009, Munkvold i in. 2009, Rasul i 2009, Singh i in. 2010).

QTL spoczynku ugczmienia zmapowano tai na wszystkich chromosomach geno-
mu. Gléwneloci (R?>10%) znajdowaly siw czterech z siedmiu grup spzen: 1H, 4H, 5H
I 7H (Ullrich 1993, Han i in. 1996, Prada i in. 2Z0@JlIrich i in. 2008).

Zakres fenotypowej wariancji, kipmozna wyjani¢ dziataniem pojedynczych QTL
porastania i skorelowanych z nim parametrow wyzaageh dla ranych zb@, byt silnie
zréznicowany i wahat si w granicach od 1,5% (Masoj Milczarski 2009) do 77,3% (Hori
i in. 2007, za: Tenhola-Roininen 2009).

Poszukiwania regionOw genomu odpowiedzialnych zagianie i powjzarg z nim
aktywnai¢ a-amylazy uzyta prowadzono zayciem trzech populacji otrzymanych z miesza
cow midzyliniowych: Ds2x RXL10 (Masof i Milczarski 2009), 54% Ot1-3 (Maso§ i Mil-
czarski 2005, Twardowska i in. 2005, Masojn. 2007, Masdj i in. 2009) oraz S120S76
(Myskéw i in. 2004, Mykéw i in. 2010). Podobnie jak u pokrewnych gatunkatad,
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w dziedziczeniu odporioi na porastanie gyta bierze udziat zespét licznydbci, rozmiesz-
czonych na wszystkich siedmiu chromosomach. Zewgpbjest ztaony z niewielkiej liczby
QTL gtownych i licznych gendéw o mniejszym znaczerila mapie 54% Ot1-3 zlokalizo-
wano 11 QTL regulacych PHS i 11 kontrolggych aktywnéé a-amylazy, a na mapie
Ds2x RXL10, odpowiednio, 10 i 5 QTL (Masbj Milczarski 2009). M¢dzy obydwoma ma-
pami stwierdzono zgodké pozycji trzech regionow kontrolgych PHS i pgciu QTL regu-
lujacych aktywn@¢ a-amylazy.

Z ostatnich badaz wykorzystaniem rekombinacyjnych linii wsobnyclkiwukierun-
kowej selekcji genotypéw (BSG) wynikae loci kontrolugce porastanie uyta mazna po-
dzielic na trzy klasy (Masgji in. 2009). Klasdoci nadrzdnych PHSD), kierujgca r&nico-
waniem genotypow na odporne i podatne, wykazujelaaie epistatyczne w stosunku do
pozostatych dwoch klaeci. Druga grupa 4oci odporndci PHSR— wspétdziatajc z odpo-
wiednimi allelami odporngi w loci PHSD umaliwia powstanie form o najwszej odpor-
nosci na porastanie. Trzecgrupe stanows loci PHSE odpowiedzialne za reakcyrazliwo-
sci. W pohczeniu z odpowiednimi allelami w naddnychloci PHSDmog one powodowa
powstawanie osobnikow o szczegolniezejupodatnéci na porastanie. Obszary chromoso-
mow zawierajice wymienione klasyoci wykazywaly zgodn& z QTL porastania i/lub ak-
tywnaosci a-amylazy, zmapowanymi uprzednio na mapach>6@11-3 i Ds2x RXL10 (Ma-
soi i Milczarski 2009).

Dotychczasowe analizy QTL porastania w populacR®4S76 prowadzono z wyko-
rzystaniem mapy pokolenig EMyskoéw i in. 2004, Mykow i in. 2010). Liczba wykrytych
regionow byta stosunkowo niewielka w poréwnaniu apami pozostatych dwoch miegza
coOw zyta. Pierwsza praca opisywata dwa regiony odpovjsadaza kontral PHS, w drugiej
zas wytypowano trzy QTL zwjzane ze skionrigia do porastania i jeden z aktywiom
a-amylazy. Powodem tej sytuacji m by¢ charakter materiatdwzytych do wytworzenia
mieszaca. Linie S120 i S76 pochodzity z materiatdbw konygrej hodowli i zapewne
w duzej mierze byly pozbawione wielu niekorzystnych laligarunkugcych podatné na
porastanie, obecnych w liniach rodzicielskich maaspw 541x Ot1-3 i Ds2x RXL10. Pew-
nym wyjanieniem mogtby b§ takze blizszy poziom pokrewigstwa méedzy liniami S120
I S76 niz dwiema pozostatymi parami linii wsobnych (Ekgw i in. 2001), co mogtoby skut-
kowat brakiem polimorfizmu neidzy allelami niektorychoci kontrolugcych PHS. Jest tak
prawdopodobneze powodem maitej liczby wykrytych QTL byt stan magsnetycznej poko-
lenia F, ktora nie byta mapsilnie zagszczon, a ponadto brakowato w niej pewnych regio-
now, w ktorych stwierdzano obecitaQTL u dwoch pozostatych miesuadw.

Wykorzystanie zagszczonej, rozbudowanej mapy populacji RIL powinngadnic,
czy w mieszacu S120x S76 nie ma zricowania w pewnych regionach kontralcych
przedniwne porastanie, czyienie zostato ono wczniej wykryte. Jednoczeie QTL zma-
powane w tym materiale genetycznym, w zestawienityznaczonymi wczaiej dla innych
mieszacow, powinny da petniejszy obraz regiondw genomyta o najwekszym wptywie
na procesy zwzane z kontral zjawiska kietkowania ziarniakow w ktosach.



4. Materiat i metody badan
4.1. Materiat

Materiat rglinny stanowity cztery populacje rekombinacyjnychiil wsobnychzyta,
otrzymane w Katedrze Genetyki, Hodowli i Biotechowi Raslin ZUT w Szczecinie, pocho-
dzace od rénych mieszacow midzyliniowych:

a) S12x S76 — 143 rekombinacyjne linie wsobne (pokolenie-Ri — RIL-F,),

b) 541x Otl1-3 — 140 rekombinacyjnych linii wsobnych (pokokeRIL-Fs — RIL-Fy),

c) Ds2xRXL10 — 112 rekombinacyjnych linii wsobnych (pokaile RIL-F o — RIL-F;)),

d) 541x2020LM — 94 rekombinacyjne linie wsobne (pokoleRié-Fs — RIL-F).

Komponenty ayte do wytworzenia miesaaa S120« S76 pochodzity z kolekciji linii
wsobnych firmy Danko. Rodowod obu linii gziowo st pokrywa, S120 wywodzi si
z krzyzowania LG3x Szk.10, S76 Zapochodzi od LGX Amilo. W momencie tworzenia
mieszaca linie rodzicielskie reprezentowaty poziom wsaimoodpowiednio, & i Syo. Linia
2020LM (S), o nieznanym rodowodzie, pochodzi z Instytutu elelili Aklimatyzacji Ralin
(IHAR) w Radzikowie. Pochodzenie pozostatych lipizedstawiono w pracy Miow i in.
(2001), a ich poziomy wsobkd w momencie tworzenia miesgadw to: 541 — &, Otl-3 —
825, Ds2 — Sl, RXL10 - 31.

Mieszaniec S128 S76 zostat utworzony w celu badania genetyczneghopa od-
porngici na porastanie przez dobor linii istotniezm@cych sé sktonnagciag do kietkowania
ziaren w ktosach. Wszystkie pary linii rodzicielgkir@nity sie pod wzgédem terminu kto-
szenia, co umdiwito ich wykorzystanie do poszukiwania obszaréengmuzyta odpowie-
dzialnych za regulagjwczesneci.

Trzy z omawianych miesaadw postuyly do skonstruowania map genetycznych po-
kolenia . Map: Ds2x RXL10 opublikowali po raz pierwszy Devos i in. (I)9a nasfpnie
rozbudowywaly 4 inne zespoty (Masg6ji in. 2001, Bednarek i in. 2003). Autorami mapy
utworzonej z wykorzystaniem miesca 541x Ot1-3 byli Milczarski i in. (2007), a mapy
szkieletowe (ztaone z niewielkiej liczby markeréw) populacji RILraymanych z obu mie-
szacOw opublikowat Milczarski (2010).

Do skonstruowania pierwszej mapy genetycznej miesz&12x S76 postuyta gru-
pa 110 rélin pobranych losowo z 306 ¢iin pokolenia i (Myskow i in. 2004, Mykéw 2009,
Myskow i in. 2010). Cale pokolenie;Rwvykorzystano do wyprowadzenia populacji re-
kombinacyjnych linii wsobnych (RIL) metadSSD. Corocznie, pogwszy od pokolenia £
wysiewano po kilkarggie ziaren pochodzych z pojedynczego ktosastimy, bedacej po-
tomstwem wyjciowej rasliny F,. Klosy pobierane do nammen byty poddawane samozapy-
leniu przez zakfadanie izolatora z tomofanu. &mstano tak do momentu uzyskania pokole-
nia o (RIL-F10, S), W ktérym otrzymano 152 linie wsobne. Wzpaierniku 2007 roku
z grupy ralin kazdej rekombinacyjnej linii wsobnej (RILglscieto liscie do analiz moleku-
larnych. llgi¢ materiatu wystarczaga do analiz udato sipobr& ze 143 RIL. Linie, ktore nie
weszty w skiad populacji mapgej ze wzgtdu na zbyt mat ilos¢ lub stala jakosé siewek
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W momencie pobieraniasti, a ktore udato simimo to namngy¢, brano pod uwagprzy
ocenach fenotypowych poszczegodlnych cech w koléngokoleniach. St liczba oce-
nianych linii rekombinacyjnych niekiedy przewszata liczlp obiektow populacji mapuge;.

4.2. Ddawiadczenie mikropoletkowe

Populacje mapdgge wysiewano na polu deiadczalnym ZUT w Szczecinie w latach
2007-2010 w jednym lub dwoch powtorzeniach. W padgu zastosowania dwoch powté-
rzen rosliny byly wysadzane na dwoch stanowiskachnigcych sé pod wzgédem skiadu
gleby i ekspozycji na promieniowanie stoneczne. jdinym ze stanowisk znajdowata si
gleba o sktadzie mechanicznym piasku gliniasteddkidgo, sredniej zasobn@i w NPK
I odczynie zbttonym do obgjtnego. Ten obszar byt zabudowany metaldwnstrukcy po-
kryta druciam siatky. Drugie ze stanowisk, znajdige s¢ na nieostoritym terenie, charakte-
ryzowato s¢ silniejszym nastonecznieniem.

Jesiernd (wrzesié—pazdziernik) raliny wysiewano do palet wielodotkowych, a na-
stepnie, w fazie jednego—dwdchdi, wysadzanoecznie na jednogdkowych poletkach. Diu-
gos¢ rzedow migcita s w granicach 60—85 cm, odply za& miedzy rzdami wynosity 18 cm.

4.3. Ddaéwiadczenie wazonowe

Linie rodzicielskie S120 i S76 — 0 poziomie wsofmpodpowiednio, & i S — oraz
dwie rekombinacyjne linie wsobne losowo wybrane apuyacji mapujcej S120x S76 —
MO012 i MO12bw, o poziomie wsob’a S, zostaty uyte do déwiadczenia majcego na celu
okreslenie zmiennéci porastania przemiwnego (PHS) w liniach wsobnyciyta oraz wpty-
wu obcozapylenia na ocercechy. Kada z czterech linii reprezentowaty 24sliay, wy-
siewane po szé sztuk w wazonie, w szklarni ZUT w Szczecinie wegtyiu 2009 roku. Po
wyktoszeniu rélin czes¢ klosdéw zabezpieczano przed obcozapyleniem iz@atoz tomo-
fanu, ktore po zakazeniu kwitnienia zdejmowano.

4.4. Metody bada
4.4.1. Analizy fenotypowe — wczesié

Woczesné¢ roslin oceniano na etapie ktoszenia i kwitnienia. Wanwa ocere faz kio-
szenia wykonano na podstawie dziguiostopniowej skali, opisanej w pracy Masojcia ilMi
czarskiego (1999), dla populacji S12876 w czterech latach (2007-2010), a dla pozogtatyc
trzech populacji Rllzyta w trzech latach (2008—2010).

Skala stagca okrdlaniu wczesngci kloszenia:

1 — klos niewidoczny,

2 — widoczne £xi,
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3 — widoczna gérna ¢&¢ klosa,

4 — Y, ktosa wysugta z pochwy Kciowej,

5 — % kitosa wysugta z pochwy Kciowej,

6 — ¥ ktosa wysugte z pochwy Kciowej,

7 — caly ktos wysurty z pochwy l§ciowej,

8 — wysungty ktos i krotki odcinek doktosia,

9 — wysungty ktos i diugie dokiosie.

Dla poréwnania metody oceny wczestiokloszenia (HE) w dziewtiostopniowej
skali z powszechnie prajtym w hodowli sposobem wyznaczania terminu kioszghiD)
okreslanego jako data, kiedy potowa ktosow jest catkaeviwysunéta z pochew ficiowych,
jedm z populacji mapucych (541x 2020LM) oceniono tate z zastosowaniem tego dru-
giego sposobu. Wymienigrpopulacg przebadano rowniepod wzgédem terminu kwitnie-
nia (FT) okrélanego jako data zakwittia (otwarcia kwiatkOw i wysugncia pylnikdw)
pierwszego spwod klosdw wszystkich iin danej linii wsobnej.

We wszystkich populacjach mapaych przypisano poszczegolnym genotypom (li-
niom RIL) wartgci liczbowe, wyraone jakosrednie arytmetyczne z pomiaréw cechy, wyli-
czone dla poszczegolnych pokal®la kazdej cechy wyznaczanoAgedrs wspolrg wartasé
—$srednp arytmetyczg dla danej populacji, ustalema podstawie analiz wszystkich pokale
Ogolm sredni wyliczano na postawie pojedynczych ocen my@&h pokolé. Lacznie oce-
niono, w zalenosci od populacji i genotypu, 1-444my.

4.4.2. Analizy fenotypowe — przethiwne porastanie

Dla populacji S12& S76 oceniono w trzech latach (2007—-2009) porastziamia-
kow w kiosach (PHS) w warunkach prowokowanych. 8i@no zmodyfikowasm metodyk
opisarm w pracy Masojcia i in. (2007). Metoda polegasogciu z dojrzatych rélin kloséw
z dokitosiami na tyle dtugimi, aby udata: $e zebré w peczki po trzy sztuki i ustawina pa-
lecie ze styropianu. Tak przygotowany materiat phosvywano dwa—trzy dni w suchym po-
mieszczeniu w temperaturze pokojowej, a ¢@se zraszano waedprzez cztery—pt dni.
Palet z klosami, dla utrzymania wilgoci, przykrywano @rroczysi folia zapobiegajca
parowaniu wody. Zraszanie ktczono w momencie pojawieniacsia ktosach kietkéw o dtu-
gosci okoto 4 cm. Analizy porastania dokonywano po uszeniu ktoséw, co utatwiato wy-
midcenie i oceq pojedynczych ziaren. Za pdrocte uznawano ziarniaki wyfaie skietko-
wane, a take te z widocznie ¢gknictym perykarpem. Porastanie opisywano jako odsetek z
ren poradnigtych w stosunku do wszystkich ziaren w kitosie.

W badaniach wykorzystywano w gkiszaici klosy pochodzce z samozapylenia,
z r&znych ralin w ramach linii rekombinacyjnej. W przypadku rexjo roku bada (2008)
ocenie PHS poddano rowniétosy pozostawione do swobodnego przepylenia. \&zqwe-
golnych wariantach dwiadczeé oceniono 1-14 kiosow danego RIL, a do ocejtgnej ze
wszystkich powtorze wykorzystano 6—26 ktosow (10-37§ljpy uwzgledni¢ ktosy ze swo-
bodnego zapylenia).
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Dla czterech linii wsobnych — S120, S76, M012 i MbW, wybranych do daviad-
czenia wazonowego mgego na celu okééenie zmiennéci przedniwnego porastania oraz
wptywu obcozapylenia na ocerechy, przebadano 53-68 ktoséw pochggleh z samoza-
pylenia (oznaczonych symbolem | — izolowane) i BLklbséw pozostawionych do swobod-
nego przepylenia (oznaczonych symbolem N — nieizakl®), pobranych losowo z zestawu
24 r@nych ralin danej linii.

4.4.3. Analizy molekularne

DNA do bada molekularnych populacji RIL otrzymanej z miesea S120< S76 izo-
lowano z zamrgonych Igci kilku roslin poszczegdélnych linii rekombinacyjnych pokolenia
Ss, z wyciem zestawu do izolacji GenElitePlant Genomic DNA Miniprep Kit firmy Sig-
ma-Aldrich. Koncentraej ekstraktow oceniono metgdwzrokowego porownania inten-
sywndaci fluorescencji pgzkow ze wzorcem masowym High Range DNA Mass Rulenyfi
Fermentas, rozdzielonym w 1-procentowyeiu agarozowym, po czym izolaty rozdzielono
na dwie cesci. Jedn parte przeznaczono do analizy markerow DArT wykonanegleaenie
w firmie Diversity Arrays Technology Pty Ltd, Yalmnla (Canberra, Australia). Dragzesé
ekstraktow wykorzystano do analizy markerow molakuwych opartej na reakcji PCR (RAPD,
ISSR, SCAR, STS i SSR). Startery do reakcji wylneraa podstawie informacji o markerach
zlokalizowanych na mapie pokolenialladanego miesaea lub na mapackyta innych popu-
lacji. Symbole markerow uzyskanych zyagiem starterow losowych przedstawia tab. 1.

DArT to technika mikromacierzowa wykorzysiof hybrydyzag, umazliwiajaca
jednoczesne typowanie nawet kilku tysi loci rozproszonych po catym genomie. Po raz
pierwszy zastosowan@ flla genomu rsu (Jaccoud i in. 2001). Pierwszy etap tej metody po
lega na przygotowywaniu préb DNA badanego gatuskanowscych tak zwaa reprezenta-
cje genomowy. Jest to zestaw (biblioteka) fragmentow uzyskiwdny genomowego DNA
réznych odmian przez zastosowanie endonukleaz (n&kadystl i Tagl). Po trawieniu en-
zymami do kacow restrykcyjnych $ przylaczane odpowiednie adaptory, a ppsie jest
wykonywany PCR ze starterami komplementarnymi dapsatow, ale magpymi selektywne
konce 3, co shay uproszczeniu zimncdici bibliotek. Otrzymane fragmenty klonowane
i amplifikowane z uyciem starterébw specyficznych do wektoréw. Kolejatap stanowi
oczyszczanie fragmentow i ich pragkenie do nénika — szklanej ptytki. Do otrzymanej w ten
sposOb macierzy genotypowanighg/brydyzowane wyznakowane fluorescencyjnie fragsnen
reprezentacji genomowych przygotowane w taki saos@p jak reprezentacje twace mi-
kromacierz, ale tym razem z pojedynczych prob DMAzaleznosci od stopnia komplemen-
tarnagici DNA badanego genotypu i fragmentu DNA stanm&Do reprezentacjgenomovy
danego gatunku polimorficzne klony (markery DArT)ysytajg sygnat hybrydyzacyjny
0 zr@nicowanej intensywnai. Odczyt i analiza danych ze zrédcowanych sygnatéw hy-
brydyzacyjnych odpowiadagych poszczegolnym genotypom odbyavsip z uzyciem specja-
listycznych programow komputerowych.

Szczego6towy opis metodyki analizy markerow DArTzyta zamieszczono w pracy
Bolibok-Bragoszewskiej i in. (2009).



Tabela 1. Markery PCRayte do konstrukcji mapy populaciji RIL S12&76, z odniesieniem do ich lokalizacji na mapiegbekia B mieszaca

S120xS76
Nazwa markera Rodzaj | Diugos¢ produktu Sekwencja startera Lokalizacja o .
. o " X Lokalizacja na mapie RIL
(nazwa markera na mapig)F | markera | amplifikacji (nt) lub pracazrédiowa na mapie f

Xis35L610 (Xisl.1) ISSR 610 Milczarski i in. 2007 1R 1R
XisA0L1150 (Xis2.1) 1150 Milczarski i in. 2007 2R **
Xpr18L 700 (Xpr18L740) 700 CCTGTGGCAC 3R 3R
Xpr31L460 460 TGGAACATGC - *

Xpr31L950 950 TGGAACATGC 2R 2R
Xpr36L1400 1400 TGTCCAGCTT — 7R
Xpr36L750 (Xapr6.50) 750 TGTCCAGCTT 6R 6R
Xpr47L1000 1000 GCTTCTTTGG 1R 1R
Xpr57L.1900 900 ATGGTGACAC — 1R
Xpr57L480c (Xpr57L450) 480 ATGGTGACAC 5R 5R
Xpr57L630c (Xpr57L610) 630 ATGGTGACAC 1R *

Xpr57L750c 750 ATGGTGACAC 4R 4R
Xpr64L400 400 GCTGTTCATA — *

Xpr64L650 650 GCTGTTCATA - *

XprooL1200 1200 CAGTCGCGTG 4R 4R
Xpro0L 1350 (Xapr6.49) RAPD 1350 CAGTCGCGTG 6R *

Xpr100L1650 1650 CCCTACCGAC — 3R
Xpr100L500 500 CCCTACCGAC 1R *

Xpr100L580 580 CCCTACCGAC — 3R
Xpr113L.380 380 GTGACCGAGT 7R 7R
Xpr1221.1100 1100 ATGTTCTGGC 5R **

Xpr1221 880 880 ATGTTCTGGC - **

Xpri143L1100 1100 AAGCCTCGTC — 3R
Xpr143L1600 (Xapr6.48) 1600 AAGCCTCGTC 6R 6R
Xpr143L700 700 AAGCCTCGTC 1R 1R
Xpr145L.1000 1000 GTTGCCAGCC — 2R
Xpr145L.1030 (Xpr145L.1000) 1030 GTTGCCAGCC 1R 1R
Xpr162L250 250 TCAGGGAGGT 2R 2R
Xpr181L.1200c 1200 CCGCCTAGTC 2R 2R
Xpr181L.1350 1350 CCGCCTAGTC 4R 4R
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S120xS76 (cd.)

Nazwa markera Rodzaj | Diugos¢ produktu Sekwencja startera Lokalizacja o .
. L ., . Lokalizacja na mapie RIL
(nazwa markera na mapig)F | markera | amplifikacji (nt) lub pracazrédiowa na mapie f

Xpr181L550c 550 CCGCCTAGTC 1R 1R
Xpr181L.900c (Xapr6.41) 900 CCGCCTAGTC 6R 6R
Xpr215L480 480 CATGTAGACC 5R 5R
Xpr215L520 520 CATGTAGACC — **

Xpr2211.500 500 GACGAGAATG - 7R

Xpr221L750 750 GACGAGAATG 1R 1R
Xpr235L.1100 1100 CCCCGAGGTT - 5R
Xpr235L330 (Xpr235L370) 330 CCCCGAGGTT 3R *

Xpr235L750 750 CCCCGAGGTT — **

Xpr240L1000 1000 GGGCTGACTT - 1R
Xpr240L880 880 GGGCTGACTT — *

Xpr261L650 650 GAGTGCTCCT 3R 3R
Xpr273L1020 (Xpr273L1030) 1020 GTGACAACGT 4R 4R
Xpr273L640 640 GTGACAACGT 3R 3R
Xpr273L840 RAPD 840 GTGACAACGT - 4R
Xpr312L.1100 1100 TCCACGACGG 1R 1R
Xpr354L420 420 CCGTAATCCG - 2R
Xpr354L650 650 CCGTAATCCG 2R 2R
Xpr366L570 570 TGCTCGTCAA — 2R
Xpr366L850 850 TGCTCGTCAA - *

Xpr543L1160 1160 GTGCCTAACG — 4R
Xpr544L.880 880 TCACGTCCAC 4R *

Xpr665L.1050 1050 GCCTCATACC 5R 5R
Xpr665L430 430 GCCTCATACC 3R 3R
Xpr706L300 300 GGTGACGCAT - 4R
Xpr728L1400 1400 ACGCCCAGTT — 6R
Xpr728L750L650 650750 ACGCCCAGTT 3R 3R
Xpr794L.380 380 GTGATCGCTG - 1R
Xpr794L560 560 GTGATCGCTG — 5R
Xpr794L750 750 GTGATCGCTG 4R **
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Nazwa markera Rodzaj | Diugos¢ produktu Sekwencja startera Lokalizacja o .
. L ., . Lokalizacja na mapie RIL
(nazwa markera na mapig)F | markera | amplifikacji (nt) lub pracazrédiowa na mapie f
Xpr794L880 880 GTGATCGCTG — 6R
Xpr877L690 (Xpr877L600) 690 CAGCCTACCG 3R 3R
Xpr878L470 470 CAGCCTACCT — *
Xproo0L1750 RAPD 1750 CACAGCGAAC — 5R
Xpro00L 750c 750 CACAGCGAAC 5R 4R
Xpro31L1070 1070 CCCGATCAGG — 2R
Xpr931L.600 600 CCCGATCAGG - 7R
Xpr1032L1230 1230 CACGGCAGTT 1R 1R
Aamy3n2 400 Milczarski i in. 2007 5R 5R
GGACAATGAGCTAGGATTC
Xbed304 o7 400-500 TTAC AT_G CAG AA_‘GTG CTTAC 1R 1R
Xpsr119 1000-1150 Milczarski i in. 2007 4R 4R
CTGCATGACTGTCAACTACGC
xwg24l 400 CTCACCATATGCTGCTGACC IR IR
Xopo7 700 NCBI-AY587508 7R 7R
Xscpl6M58c4AR SCAR 180 Stracke iin. 2003 4R 4R
Xscsz877L950 950 Stojatowski 2010 — 5R
Xscsz980L.650B 650 Stojatowski i in. 2009 6R 6R
Xscm010 110-120 Hackauf i Wehling 2002 2R 2R
Xscm031 238-244 Hackauf i Wehling 2002 2R 2R
Xscm032 SSR 142-148 Hackauf i Wehling 2002 2R 2R
Xscm078 196-203 Hackauf i Wehling 2002 6R 6R
Xscml26 117-133 Hackauf i Wehling 2002 1R 1R
Xscmi141 141-145 Hackauf i Wehling 2002 5R 5R

* Markery odrzucone ze wzglu na istotne odchylenie segregacji obserwowanejcaeékiwanej dla modelu jednogenowega=(0,005), ** markery niezmapowane.
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Reakcje RAPD oraz rozdziaty elektroforetyczne pkddw amplifikacji wykonywano
zgodnie z opisem zamieszczonym w pracy Masojaia (2001), stosgr pewne modyfikacje.
Przy analizie markeréw ISSR, SCAR oraz SSR posia s¢ metodyk opisam przez Stoja-
towskiego i in. (2004, 2005, 2009). Markery STS skiwano wedtug protokotu Milczarskiego
i in. (2007). Kilka monomorficznych produktow STda ujawnienia polimorfizmu konforma-
cji pojedynczych nici DNA (SSCP), rozdzielono elekbretycznie w 7,5-procentowym niede-
naturupcymzelu poliakrylamidowym.

Markery STS otrzymywano w reakcjineuchowej polimerazy zayciem starterow
projektowanych z wykorzystaniem znanych sekwermjicsRFLP. W przypadku uzyskania
produktow amplifikacji odpowiadagych sekwencjom pszenicznym markery otrzymywaty
symbole:psr, cmwglub wg, a odpowiedniki sekwencje¢gzmiennych -bcd (symbole te od-
powiadaj nazwom oryginalnych markeréw RFLP, ktére byly gadg do opracowania mar-
kerow STS). Do kategorii SCAR zakwalifikowano maskedla ktorych startery projek-
towano, opierajc sk na informacjach uzyskanych po zsekwencjonowarodyktow RAPD.

4.4.4. Statystyczne opracowanie wynikow

Wiekszai¢ analiz statystycznych wykonano za pompeogramu Statistica v.8.0. Wy-
liczano srednie arytmetyczne, liczéa préb i wspoétczynniki korelacji prostej guzy sred-
nimi wartasciami cech. Sprawdzano tak zgodné¢ rozktadu wartéci poszczegolnych cech
fenotypowych z rozkladem normalnym zygiem testéw: Kotmogorowa—Smirnowa, Lillie-
forsa iy’.

Dla porownania istotrii roznic w podatnéci na przedniwne porastanie w populacji
RIL migdzy dwoma grupami ktoséw — poddanych samozapylepazostawionych swobod-
nemu zapyleniu — zastosowano testy nieparametrycvedda—Wolfowitza (test serii),
U-Manna—Whitneya i Kotmogorowa—Smirnowa. Minimakwgmagana wielké& proby zale-
cana przy ocenie przegiwnego porastania byta wyliczana ze wzdf&/d? (gdziet — war-
tos¢ tabelarycznaS’ — wariancjad — margines lkydu wyrazony w procentach).

4.4.5. Mapowanie genetyczne

Analizie sprzzen poddano segregacje markerow DArT otrzymane z fibhersity
Arrays Technology Pty Ltd. w ramach realizacji Wwesg@o projektu pracownikow Katedry
Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Rtin ZUT w Szczecinie i Katedry Genetyki, Hodowli
i Biotechnologii R@lin SGGW w Warszawie. Dodatkowo wykorzystano segopg marke-
row PCR z map szkieletowych populacji RIL-K i RILéMilczarski 2010).

Przed przysipieniem do konstrukcji mapy sprawdzono,zyaiem testuy?, zgodngé
segregacji markeréw z jednogenowym modelem dziedmia. W trakcie mapowania pomi-
nicto segregacje markeroéw odbieggag od modelu teoretycznego przy poziomee 0,005.

Mapowanie genetyczne dla wszystkich czterech pepuRIL przeprowadzono za
pomog programu JoinMap3.0 (Van Ooijen i Voorrips 2004ykorzystupcego w analizach
funkcje regression mapping.
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Identyfikacja grup spkzen byla maliwa dzieki markerom o lokalizacji znanej
Zz mapy pokolenia # a take markerom, ktérych pozycje wyznaczono na innychaubzyta,
oraz dz¢ki najliczniejszej grupie markeréw DArT, z ktéryclzes¢ pokrywata st z loci wy-
stepujacymi na pierwszej mapigyta utworzonej z udziatem tych markerow (Bolibokago-
szewska i in. 2009).

4.4.6. ldentyfikacja QTL

Do lokalizacji QTL wyto programu WinQTLCartographer 2.5 (Wang i in. @00
Program ten nie pozwala na identyfika§TL na mapach, na ktorych odlegto mapowe s
mniejsze ni 1 cM, oraz w przypadku zbyt licznego zestawu danfliczba genotypdw x
liczba markerow). Z tego powodu konieczne byto gatgwanie danych uzyskanych po ma-
powaniu w programie JoinMap3.0 w sposob, ktory dimat identyfikacje QTL w programie
WinQTLCartographer 2.5. Spadd markerow spkzonych ze sop na dystansie do 1 cM,
segregujcych prawie tak samo, pozostawiano tylko jeden erar&prezentatywny dla grupy.
W ten sposéb uzyskano mapy, na ktorych minimaldaegbai¢ miedzy dwoma najbliszymi
markerami byla nie mniejszamnil cM. Jeeli zbyt dwa liczba markerow na chromosomie
uniemaliwiata analiz komputerow, gruge taky dzielono na dwie ¢Zci. W miejscu podzia-
lu, na kaicowych odcinkach obu nowo utworzonych grup, pozestao po 20 tych samych
markerow. Mapy w kficowej wersji przedstawiono z uwzgdhieniem wszystkich markeréw,
takze tych usunitych tymczasowo na potrzeby lokalizacji QTL.

Do identyfikacji QTL zastosowano zone mapowanie interwatowe (CIM) po
uprzednim wykonaniu testu permutacji (Doerge i €hilk 1996), ktéry umaliwiat ustalenie
wymaganego, krytycznego poziomu LOD, dostosowartkgoodzaju populacji, liczby mar-
kerow i segregacji cech. Jako istotny przyjmowaryaitwpo 1000 permutacjach. Modut CIM
pozwalat wykréli¢ krzywe LOD dla kadej z cech w poszczegdéinych grupach spez,
wskazujc obszary QTL — regiony, w ktorych krzywa wznosta ponad krytyczny poziom
LOD przyjety w tescie permutacji. Poziom ten waha¢ sv granicach 2,0-2,6; dla gkiszcci
cech przybierat wartg 2,1 lub 2,2.

Zidentyfikowane QTL charakteryzowano, wykorzystujkilka najistotniejszych pa-
rametrow: pozye markera najbardziej sprzonego (cM), czyli znajdggego st na mapie
najblizej punktu odpowiadagego maksimum krzywej LOD, efekt addytywny allelocho-
dzacego od matecznej linii rodzicielskiej)(oraz wspétczynnik determinacRy), okreslajacy
procentovyg czes¢ zmienndci cechy pozostaga pod kontrad danegolocus Granice QTL
opisano pozycjami odpowiadaymi miejscom przeecia krzywej LOD z ling wyznaczajca
krytyczny poziom LOD.

Te QTL wykryte w r@anych wariantach daviadczenia, ktérych przedziaty pokrywaty
sie catkowicie lub cegsciowo, przedstawiono na mapie jako jeden regioze®@ziaty QTL
wytyczone przez program WinQTLCartographer jakeng) ale stykajce s¢ ze sob nie-
kiedy take traktowano jako wspdlny obszar i przedstawianamagie jako jeden dhszy
prostolgt. Pos¢powano tak w przypadku, gdy krzywe LOD wgnge zachodzity na siebie,
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a efekt addytywny miat ten sam znak. W takich pediach QTL zawierajwiecej niz jeden
marker wyznaczagy najwyszy punkt krzywej LOD.

Poza funkcgj CIM jako dodatkowe potwierdzenie istoticosprzzenia markera z ba-
dary cechy zastosowano funkgjSMA (analiz pojedynczego markera), wykorzysicy test
F (Fishera). Jako podstawowe kryterium istgtgrzyjeto poziomp = 0,01. Markery uzna-
wano za istotne take wtedy, gdy zostaly wytypowane ws¢ee F co najmniej dwukrotnie
przyp = 0,05.



5. Wyniki
5.1. Konstrukcja map genetycznych

W ramach przeprowadzonych badskonstruowano cztery mapy genetyczneatez
1292-16290ci. Omawiane mapy skladatyesgtownie z markeréw DArT, ale kda z nich
zawierata cgs¢ loci uzyskanych z zastosowaniem PCR — od 21 dla pgp&ktx 2020LM
do 73 na mapie 5440t1-3. Mapy poszczegoélnych chromosoméw liczyty 1384 markery
(tab. 2, rys. 1-7).

Dlugosci map wahaty siw granicach 714-1381 cM, przy czym najkrétsza nyapa
pulacji 541x 2020LM charakteryzowata eshajwicksz liczbg markeréw, a co za tym idzie,
byta najsilniej zagszczona. Szé chromosomoéw nie przekroczyto diugn 100 cM, najkrot-
szy z nich byt chromosom 3R z populacji S¥2076 mieracy 76 cM. Dilugdci miedzy
100 cM a 200 cM osgreto 14 grup sprgzen, kolejne 8 chromosomdw mierzyto co najmniej
200 cM. Najdtuaszy byt chromosom 6R z mapy 54Dt1-3 (tab. 2).

Tabela 2. Liczba markerdéw i diugm map genetycznych populacji K, L, M oraz S

Chromosonn Liczba markeréw Il_rl1(l’:]§/?36|’l1 T;g(i:gw Diugos¢ mapy (cM)

K L M S K|L|IM|S K L M S
1R 219 189 219 256 8 4 14 (5 123 188 233 |91
2R 138| 232 199 183 14 10 11 |1 149 229 162 |71
3R 173| 147} 183 269 5 |7 90| 154| 220 76 95
4R 304 198 224 231 [y [ 10 |6 215 188 122 125
5R 234| 132 123 250 1 B 90| 212 219 89 104
6R 248| 254/ 261 207y Y [ [t |5 267 138 122 134
7R 151 140, 147 229 1y 12 5 |4 261 148 158 |93
Ogotem 1467 1292 134y 1625 73 H0 (681 | 1381| 1281 962 714

Srednie zagszczenie na kalej mapie byto wiksze nk 1 marker na 1 cM, a dla mapy
541x 2020LM przekroczyto wart@ 1 markera na 0,5 cM. Najgkiszasrednia odlegtéc mie-
dzy markerami wynosita 0,991 cM (mapa DIRXL10), a najmniejsza — 0,439 cM. Mimo
silnegosredniego zagszczenia na wszystkich mapach markery nie byly regnczone réw-
nomiernie. Obserwowano zaréwno liczne skupiska, jpkzerwy o diugéci powyzej 5 cM,

a niekiedy powyej 10 cM (rys. 1-7).

Na rys. 1-7 przedstawiono mapy genetyczne chrom@sodR-7R populacji RIL
otrzymanych z miesaadw zyta: 541x Otl-3 (K), Ds2xRXL10 (L), S120xS76 (M) oraz
541x2020LM (S). Kolorem zielonym wyediono QTL wczesnéei kloszenia, pomar&zo-
wym — terminu kwitnienia, a czerwonym — porastgmzedniwnego. Symbol liczbowy ozna-
cza QTL wspdlne dla minych map, gwiazdka — QTL wykryte co najmniej w didowtorze-
niach. Markery oznaczone koloramiltei najsilniej sprgzone z danym QTL.
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Mapa populacji RIL uzyskanej z miesza S120« S76, wykorzystana do lokalizacji
QTL zarébwno wczesngi kloszenia, jak i porastania przsilwnego, mierzyta 962 cM i li-
czyla 1347loci, co datosrednp odlegta¢ migdzy loci rowmg 0,714 cM. Poza markerami
DArT na mapie zlokalizowano 6lci innego typu. Byto rod nich 50 markerow RAPD,
6 - SSR, 4 - SCAR, 4 -STSi1-ISSR (tab. 1).

Markery DarT, reprezentowane na mapie populacji0¥1&76 w liczbie 1282oci,
wyselekcjonowano w trakcie konstrukcji grup st z puli 1657 markeréw. Odrzucone
markery charakteryzowaty ¢shiewtasciwym stosunkiem rozszczepiev populacji mapuy-
cej. Skuteczn& mapowania, liczona jako stosunek liczby markeravagowanych do liczby
wszystkich segregacji, wyniosta dla markerow DAI7,4P6. Warté¢ tego samego parametru
wyznaczona dla markeréw RAPD wyniosta 75,8%. Z 68tgnych segregacji RAPD 11
wykazywato niezgodnig z jednogenowym modelem dziedziczenia, a kolejrychyelimi-
nowano w procesie mapowania (nie zostalyoabne w sktadadnej z grup spezen).

Z pocaitkowej puli 66 segregagych produktéw RAPD 36 pochodzito z mapy go-
pulacji S120xS76; 29 sp&dd nich zlokalizowano na mapie populacji RIL. Jede
z markeréw z mapy HXpr900L750¢ umieszczono na mapie RIL w innej lokalizacji ¢hro
mosomowej — na 4R zamiast na 5R. Pozostatdo2Bzmapowano zgodnie ze znanymi
uprzednio lokalizacjami. Skuteczitow przenoszeniu markerow ezy mapami, nazywana
transferowalnécia, wyniosta 80,6%. Gdyby uwzglni¢c w tym zestawieniu zmapowany mar-
ker ISSR, transferowaldé dla losowo amplifikowanych produktéw PCR wyniostaif%.
Wsréd loci RAPD whczonych w sktad mapy RIL 15 markerow nieobecnychmapie k
uzyskano z zastosowaniem starterow wykorzystywardatamplifikacji innych produktow
RAPD, znanych z mapy,Ktab. 1).

5.2. Woczesnéé kloszenia, termin kltoszenia i termin kwitnienia

Korelacje fenotypowe rrzy cechami opisggymi wczesn@

Dla poréwnania metody oceny wczestiokloszenia (HE) w dziewciostopniowej
skali z powszechnie prajtym w hodowli sposobem wyznaczania terminu kioszghiD)
jedrg z populacji mapuagcych (541x 2020LM) oceniono z zastosowaniem obu sposobdw.
Wspotczynniki korelacji midzy porownywanymi metodami dla trzech kolejnych qlek
wynosity od —0,87 do —0,90. Poréwnanie wczdsh&loszenia (HE) i terminu kwitnienia
(FT) ocenionych w tych samych latach wykazato kaxglna poziomie od —0,65 do —0,72.
Zaleznos¢ miedzy terminami ktoszenia (HD) i kwitnienia (FT) og¢enymi w tych samym
latach migcita s w zakresie 0,59-0,72. Wszystkie wddiobyty istotne statystycznie przy
p < 0,05 (tab. 3). Wszystkie omawiane cechy chargktavaty s¢ rozkladem wartéci zgod-
nym z rozktadem normalnym.

Poréwnaniesrednich wartéci wczesnéci ktoszenia (HE) w populacjach mapeych
RIL: 541x Ot1-3, Ds2x RXL10, S120x S76 oraz 54% 2020LM, dotycace trzech lat bada
pozwolito uzyska wartaci wspotczynnikdw korelacji wahgge s¢ w granicach 0,42-0,77
(tab. 4). Wszystkie wartai byly istotne statystycznie pray< 0,05.
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Tabela 3. Wspétczynniki korelacji gdzy wartgciami wczesnéci kloszenia (HE), terminu
ktoszenia (HD) i terminu kwitnienia (FT) w latacl@—-2010 uzyskanymi dla po-
pulacji S (wszystkie wartgi s3 istotne statystycznie przy< 0,05)

HEO8| HDO8 | FT08| HEO9| HD09 | FT09| HE10| HD10| FT10| HE* | HD* | FT*
HEO8| 1,00
HDO08| -0,90| 1,00
FTO8 | -0,66 0,63] 1,00
HEO9| 0,77| -0,74/-0,53| 1,00
HDO9| -0,73| 0,74 0,55/ -0,87| 1,00
FTO09 | -0,51 0,45 0,48|-0,72| 0,72 1,00
HE10| 0,55| -0,50/-0,46| 0,66| —-0,64|-0,50| 1,00
HD10| -0,53| 0,55| 0,45|-0,66| 0,66 0,53|-0,87| 1,00
FT10| -0,3 0,29| 0,53|-0,48| 0,50 0,63|-0,65| 0,59 1,00
HE* 0,85| -0,80|-0,64| 0,92| -0,84| 0,64 0,80| -0,76|-0,52| 1,00
HD* |-0,81| 0,85 0,61 0,86 0,92 0,66|-0,78| 0,85| 0,54|-0,91 1,00
FT* |-0,59| 0,52| 0,69|-0,73| 0,74| 0,94|-0,62| 0,62 0,82|-0,714 0,72| 1,00
* Srednie wartéci ze wszystkich lat bada

Tabela 4. Wspotczynniki korelacji suzy srednimi wartdciami wczesngci
ktoszenia (HE) dla populacji mapeych K, L, M oraz S i renych
lat bada (wszystkie wartéci s3 istotne statystycznie przy< 0,05)

Populacja mapuaga Poréwnywane lata Wspotczynnik koreladji
2008-2009 0,54
K 2008-2010 0,62
2009-2010 0,68
2008-2009 0,57
L 2008-2010 0,42
2009-2010 0,64
2008-2009 0,57
M 2008-2010 0,66
2009-2010 0,72
2008-2009 0,77
S 2008-2010 0,57
2009-2010 0,71

Identyfikacja QTL warunkyggych wczesn@ ktoszenia i termin kwitnienia.

Analiza QTL pozwolita na wykrycie regionow zyzianych z kontral wczesnéci kto-
szenia na mapach wszystkich populacji maggh i na wszystkich chromosomach (tab. 5,
tab. 6, rys. 7). Dla mieszaca 541x Ot1-3 wytypowano 19 QTL (we wszystkich grupach
sprzzen poza 5R), dla miesAaaa Ds2x RXL10 — 29, dla S128 S76 — 17 (we wszystkich
grupach sprzen poza 3R), a dla 5442020LM — 15 (tab. 5, tab. 6, rys. 1-7). Ogolnabizz
QTL, po uwzgtdnieniu odpowiadarych sobie regionow map mdych populacji, wyniosta
58; najmniej na chromosomie 5R i 6R, ngjpgj] za& na 2R i 4R (tab. 5).

Wyznaczono sz€ QTL terminu kwitnienia — trzy na chromosomie 1pbijednym na
chromosomach 3R, 6R i 7R (tab. 6, rys. 1-7). Rggimehromosomoéw 6R i 7R pokrywaty
sie z QTL wczesngci ktoszenia, a marker najsilniej sprbny zlocuswczesnéci z populaci



32 5. Wyniki

Ds2x RXL10 — QHe3R-L2— znajdowat si w odlegtaci okoto 2 cM od markera najsilniej
sprzzonego z QTL terminu kwitnieniaQFt3R-S1

Wykryte QTL osggaty wart@gci LOD w granicach 2,0%,57 (tab. 6). Poziom istotno-
sci powyzej 4,00 uzyskano dla dzieygiu regiondw z giciu chromosomow i z trzech popula-
cji. Byly to: QHe4R-L1 QHe2R-M1 QHelR-M2 QHe2R-M4 QHeB6R-L2 QHe3R-S2
QHelR-M3 QHe7R-M1li QHe2R-M2 uszeregowane w kolejim malepcych wartdci LOD
(od 5,57 do 4,01).

Tabela 5. Liczba QTL wczesfm kloszenia na mapach genetycznych populacji Kllaraz S

Populacja : Liczba QTL
Liczba wystepujacych
Chromosom K L M S QTL w dwdch, trzech lub
ogotem .
czterech populacjach
1R 3 3 5 2 8 3
2R 3 9 4 4 15 4
3R 5 5 0 2 10 2
4R 2 6 2 3 12 1
5R 0 1 1 1 3 0
6R 3 2 2 1 5 2
7R 3 3 3 2 8 2
Razem 19 29 17 15 61 14

Wspéitczynnik determinacf® wynosit 5,35-25,4%. Warfoi powyzej 20% osigreto
13 QTL z 6 chromosomow (wszystkich oprocz 5R) iwpea wylgcznie z populacii
Ds2x RXL10. W tej grupie znalazt sijeden QTL z populacji 5442020LM —QHe3R-S2
Pozostateloci to: QHe4R-L1 QHe3R-L4 QHelR-L2 QHe6R-L2 QHelR-L1 QHe3R-L1,
QHe7R-L3 QHelR-L3 QHe3R-L5 QHe2R-L6 QHe3R-L2i QHe4R-L4 wymienione w ko-
lejnosci od wartgci R rownej 25,4% do 20,2% (tab. 6).

QTL, ktérych allele podnosity lub obraty wartaé¢ cechy w przyblieniu o jeden—dwa
punkty w skali oceny wczes#m, pochodzity gtownie z populacji DsZRXL10 i byty to:
QHe2R-L3 QHe3R-L3 QHe3R-L2 QHelR-L1 QHe3R-L4 QHe7R-L3 QHe2R-L6 QHe6R-
-L2 i QHe2R-S1(wartcci a rowne 0,93-1,78) ora®HelR-L2 QHe2R-L2 QHe4R-L1
QHe3R-L1QHe2R-L5QHe4R-L6 QHelR-L3 QHe2R-M1 QHe7R-L1 QHe2R-S3QHe4R-
-K1, QHe7R-L2 QHe6R-L1(wartdsci a rowne od —0,94 do —1,32).

Wsrdéd QTL o najwyszych wartéciach omawianych parametrow dw@He4R-L1
i QHe6R-L2 wyrdzniaty sk wysokimi wartgciami wszystkich trzech charakterystyk,
QHe3R-S2miat jednoczénie wysokie wartéci LOD i R?, QHe2R-M1opisywaty wysokie
wartasci LOD i a, kolejne z& osiem QTL QHelR-L1 QHelR-L2 QHelR-L3 QHe2R-L6
QHe3R-L1 QHe3R-L2 QHe3R-L4 QHe7R-L3 miato korzystne wartei parametrowR’ i a.

Allele najsilniej warunkujce przyspieszenie terminu kwitnienia (FT) pochymezod
linii 541 znajdowaly si w obrbie QFt3R-S1 QFt6R-S1i QFt6R-S3(wartasci a rowne, od-
powiednio, —1,83, —1,65 i —1,62), a allel w najgizym stopniu opiajacy kwitnienie znaj-
dowat s¢ w obrbie QFt1R-S2



Tabela 6. Charakterystyka QTL wczestidkioszenia (HE) zidentyfikowanych na mapach papjilK, L, M i S oraz QTL terminu kwitnienia

(FT) zlokalizowanych na mapie populacji S

Liczba markerow

R9k/ _ Zakres M.arke'zr. istotnych _F) dla HE

Chromoson| Populacja pov(\)/’é%rﬁinle Symbol QTL QTL* LOD a R (%) ;;J;?lgf; Iiv(\:lz?azr?/kv)lsez)gtrkl}(/:h
fenotypowej (cM) z QTL markerow
w obrebie QTL

1R K He2010 QHelR-K1 50 2,38 —-0,62 7,33 d508150c1R 0/2
1R K He2010 QHelR-K2 | 53-56 3,87 -0,76 13,12 d390497c1R 3/4
1R K He2010 QHelR-K3 67 2,30 0,74 7,01 d507970 1/2
1R L He2009 OHelR-L1 o5 35 3,33 0,96 22,29 d401320 0/10
1R L He2009 2,42 0,87 14,12 d410760
1R L He2009 QHelR-L2 44-49 3,90 -1,32 24,57 d505199c1R 0/5
1R L He2010 QHelR-L3 | 159-168 2,78 -0,97 20,96 d507912 0/2
1R M He2009 2,71 0,74 8,54 d505283
1R M He07-10 QHelR-M1 | 75-98 2,30 0,46 5,96 d508484c1R 22/22
1R M He07-10 2,35 0,45 5,78 d508409
1R M He2008 2,92 0,09 11,30 d509189
1R M He2009 5,48 0,76 16,07 d506830
1R M He2009 QHelR-M2 | 106-125 2,21 0,60 6,96 d400946¢1R 13/13
1R M He07-10 2,64 0,54 7,37 d400946¢c1R
1R M He2010 2,37 0,47 5,76 d505173cl1R
1R M He2009 4,31 -0,81 10,83 d507167c1R
1R M He07-10 QHelR-M3 | 133-146 2,54 —-0,46 7,47 d398651cl1R 0/17
1R M He2010 2,52 -0,52 7,54 d398651c1R
1R M He2010 QHelR-M4 | 159-161 2,41 0,47 6,13 d399754c1R 0/3
1R M He2010 QHelR-M5 | 209-214 2,42 0,40 5,35 d402043c1R 0/4
1R S He2008 QHelR-S1 | 64-65 2,47 0,48 11,26 d506649c1R 2/15

BIUSIUNIMY UILLIS) | BIUSZSOP| UILWIS) “BIUSZSOP| BUSSZIM 'Z°S

€e



Tabela 6. Charakterystyka QTL wczestickioszenia (HE) zidentyfikowanych na mapach papjilK, L, M i S oraz QTL terminu kwitnienie

(FT) zlokalizowanych na mapie populacji S (cd.)

Liczba markerow

Rok/ Marker istotnych £) dla HE
.| powtdrzenie Zakres najsilniej w obrebie QTL/
Chromoson Populacjal oceny Symbol QTL QTL* LOD a R (%) sprazony liczba wszystkich
fenotypowej (cM) zQTL markeréw
w obrebie QTL
1R S He2010 QHelR-S2 78 2,22 0,66 10,09 d506629c1R 0/4
1R S Ft2008 QFt1R-S1 0 2,25 0,46 9,54 d390594 10/10
1R S Ft2009 QFt1R-S2 47-51 2,93 1,78 13,55 d411155c1R 0/5
1R S Ft2008 QFt1R-S3 85-86 2,20 —-0,60 9,69 d401610c1R 0/2
2R K He08-10 QHe2R-K1 | 36-37 2,58 0,57 7,84 d505891c2R 2/2
2R K He08-10 QHe2R-K2 | 42-51 3,70 0,72 13,68 d402538c2R 8/8
2R K He2008 3,19 0,72 10,21 d402355c2R
2R K He08-10 QHe2R-K3 91 2,26 0,45 6,54 Xcmwg660 3/3
2R L He2010 QHe2R-L1 0 2,00 0,84 11,62 d509289 0/2
2R L He2010 QHe2R-L2 15-21 2,95 -1,22 19,22 d506794c2R 0/8
2R L He2008 QHe2R-L3 36-42 2,88 0,93 16,70 d506245c2R 9/10
2R L He08-10 QHe2R-L4 62—-65 2,13 0,61 12,87 d402364c2R 0/4
2R L He2009 2,38 -0,83 14,31 d400722c2R
2R L He08-10 QHe2R-L5 83-89 2,10 -0,79 13,38 d400722c2R 5/12
2R L He2008 3,03 -1,12 18,29 d411177c2R
2R L He2009 2,44 0,81 13,61 Xapr2n8
2R L He2009 QHe2R-L6 | 101-107 3,90 1,04 20,82 d400804 5/10
2R L He08-10 2,56 0,65 12,28 d506893
2R L He08-10 QHe2R-L7 | 113-115 2,21 0,69 11,48 Xapr2nll 0/1
2R L He08-10 OHe2R-L8 | 132-143 2,24 -0,60 12,11 d509277 0/7
2R L He2010 2,62 -0,79 15,48 Xapr2nl2
2R L He2009 QHe2R-L9 | 199-207 2,34 —-0,64 13,70 Xapr2nl 10/10
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DIUAM *G



Tabela 6. Charakterystyka QTL wczestickioszenia (HE) zidentyfikowanych na mapach papjlK, L, M i S oraz QTL terminu kwitnienie
(FT) zlokalizowanych na mapie populacji S (cd.)

Liczba markerow

Rok/ Marker istotnych £) dla HE
Chromoson| Populacjal powtorzenie Symbol QTL ZS[T_rLes LOD a R (%) najsilniej w obrebie QTL/
pulacy oceny y N 0 sprzzony liczba wszystkich
. (c™) A
fenotypowej z QTL markerow
w obrebie QTL
2R M He2007 4,80 -0,97 15,22 d402364c2R
2R M He2008 4,07 —0,66 9,98 d402364c2R
2R M He2009 QHe2R-M1 | 49-61 3,37 -0,67 9,24 d402364c2R 15/15
2R M He2010 5,50 —0,68 13,85 d402364c2R
2R M He07-10 4,71 -0,63 11,46 d402364c2R
2R M He2007 3,81 —0,88 13,78 d508521c2R
2R M He2008 QHe2R-M2 | 75-80 3,54 —-0,58 8,57 Xprl62L250 8/8
2R M He2010 4,01 —-0,55 9,75 Xprl62L250
2R M He2009 QHe2R-M3 90 2,39 -0,47 6,38 d398641 3/3
2R M He07-10 QHe2R-M4 | 120-134 3,69 0,46 8,91 d505621c2R 8/15
2R M He2008 4,70 0,68 12,60 Xpr366L570
2R S He2009 QHe2R-S1 8-9 2,85 1,14 14,62 d399529c2R 12/12
2R S He2010 2,25 0,64 9,68 d399529c2R
2R S He08-10 QHe2R-S2 | 19-21 2,55 0,54 11,55 d506779 4/5
2R S He2010 QHe2R-S3 | 57-59 2,18 —0,96 16,26 d507566C2R 0/1
2R S He2010 QHe2R-S4 | 65-68 2,30 -0,73 11,70 d505907 1/4
3R K He2010 QHe3R-K1 75 2,38 —0,56 7,67 d66656Cc3R 77
3R K He08-10 QHe3R-K2 | 79-80 2,33 0,63 7,65 d400826c3R 3/5
3R K He08-10 QHe3R-K3 | 86-88 2,96 0,63 10,53 Xpsr598 1/2
3R K He2008 QHe3R-K4 | 104-107 2,86 0,84 8,99 d508194c3R 6/10
3R K He2008 QHe3R-K5 | 119-120 2,40 -0,78 7,10 d508865c3R 0/3
3R L He2010 QHe3R-L1 52-58 2,67 -1,00 19,56 d506986¢3R 2/3
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Tabela 6. Charakterystyka QTL wczestickioszenia (HE) zidentyfikowanych na mapach papjlK, L, M i S oraz QTL terminu kwitnienie
(FT) zlokalizowanych na mapie populacji S (cd.)

Liczba markerow

Rok/ Marker istotnych £) dla HE
.| powtdrzenie Zakres najsilniej w obrebie QTL/
Chromoson| Populacjal oceny Symbol QTL QTL* LOD a R (%) sprazony liczba wszystkich
fenotypowej (cM) zQTL markeréw
w obrebie QTL
3R L He2009 OHe3R-L1 50_58 3,41 -1,14 21,37 d507126¢3R 2/3
3R L He08-10 3,21 —-0,95 19,84 d507126¢c3R
3R L He2008 2,52 0,74 20,77 d509466
3R L He2009 QHe3R-L2 6377 2,45 0,95 17,01 d390174c3R 18/18
3R L He08-10 2,70 0,83 18,28 d390174c3R
3R L He2008 2,67 0,69 18,20 d402648
3R L He2010 QHe3R-L3 80-83 2,75 0,94 16,64 d506206 0/2
3R L He2008 2,18 0,76 14,72 d505593c3R
3R L He08-10 3,11 0,98 22,37 d505593c3R
3R L He2008 QHe3R-L4 | 131-141 2,88 0,88 18,56 d508673 14/20
3R L He2009 2,73 0,97 18,31 d508673
3R L He08-10 3,79 0,97 24,61 d508673
3R L He2009 QHe3R-L5 | 164-176 2,23 -0,73 13,41 d411245 1/4
3R L He08-10 3,16 -0,81 20,83 d411245
3R S He2009 QHe3R-S1 6-10 2,53 -0,62 11,54 d400475c3R 3/3
3R S He2009 QHe3R-S2 | 58-64 4,40 -0,88 20,13 d506173c3R 15/18
3R S Ft2009 QFt3R-S1 27 2,36 -1,83 10,31 d389925 0/2
4R K He2010 QHe4R-K1 | 17-24 2,85 —-0,96 12,46 d400488c4R 2/3
4R K He2008 QHe4R-K2 | 92-94 2,34 —-0,54 7,62 Xscm047 1/2
4R L He2009 3,77 -0,75 16,53 d389327c4R
4R L He2010 QHe4R-L1 1-26 4,04 —-0,96 19,03 d507605c4R 44/44
4R L He2010 4,31 -1,02 20,14 d508446c4R
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Tabela 6. Charakterystyka QTL wczestickioszenia (HE) zidentyfikowanych na mapach papjlK, L, M i S oraz QTL terminu kwitnienia
(FT) zlokalizowanych na mapie populacji S (cd.)

Liczba markerow

Rok/ Marker istotnych £) dla HE
.| powtdrzenie Zakres najsilniej w obrebie QTL/
Chromoson| Populacjal oceny Symbol QTL QTL* LOD a R (%) sprazony liczba wszystkich
fenotypowej (cM) zQTL markeréw
w obrebie QTL
4R L He2009 OHe4R-L1 1-96 4,36 —-0,99 19,02 d390436¢4R 44/44
4R L He2010 5,57 -1,15 25,40 d509459
4R L He08-10 QHe4R-L2 48 2,19 0,62 9,98 d389864 2/3
4R L He2009 QHe4R-L3 58 2,37 —-0,69 10,43 d398498 2/2
4R L He2009 QHe4R-L4 61 3,43 -0,79 20,20 d506073c4R 2/5
4R L He2009 QHe4R-L5 93 2,27 0,68 12,30 d506534c4R 2/4
4R L He2009 QHe4R-L6 118 2,21 -1,06 13,66 d508454 0/3
4R M He07-10 QHe4R-M1 0-2 2,27 0,42 7,66 Xpr706L300 1/1
4R M He07-10 QHe4R-M2 | 29-31 2,80 0,44 8,33 Xpr273L840 1/8
4R S He2009 QHe4R-S1| 21-28 3,17 —-0,69 14,31 d506301c4R 11/14
4R S He2008 2,53 -0,52 12,60 d507451c4R
4R S He2008 QHe4R-S2 | 111-113 2,45 -0,41 11,81 d347800c4R 6/11
4R S He08-10 QHe4R-S3 | 117-119 2,74 —-0,46 10,38 Xscsz670L900) 8/6
5R L He2009 QHe5R-L1 50-51 2,52 0,71 14,31 d346641 3/3
5R M He2008 QHe5R-M1 | 40-41 2,27 0,51 6,66 d120407 77
5R S He2010 QHe5R-S1 | 46-47 2,38 0,74 11,20 d399984c5R 3/3
5R S He08-10 2,50 0,60 11,29 d399984c5R
6R K He2009 3,21 —-0,68 9,98 d389793
6R K He08-10 2,57 —-0,50 8,22 d389793
6R K He2008 QHebR-K1 | 62-89 2,49 —0,53 7,82 d401471 23/32
6R K He2009 3,13 —-0,65 9,10 d401471
6R K He2009 2,82 —-0,78 11,40 d398567
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Tabela 6. Charakterystyka QTL wczestickioszenia (HE) zidentyfikowanych na mapach papjlK, L, M i S oraz QTL terminu kwitnienia
(FT) zlokalizowanych na mapie populacji S (cd.)

Liczba markerow

Rok/ Marker istotnych £) dla HE
.| powtdrzenie Zakres najsilniej w obrebie QTL/
Chromoson| Populacjal oceny Symbol QTL QTL* LOD a R (%) sprazony liczba wszystkich
fenotypowej (cM) zQTL markeréw
w obrebie QTL
6R K He2008 2,67 0,61 9,24 d399834c6R
6R K He2009 QHe6R-K2 | 191-194 3,04 0,62 9,28 d399834c6R 11/11
6R K He08-10 3,59 0,65 11,37 d399834c6R
6R K He2008 2,43 0,57 8,82 Xscm0078
6R K He2009 QHe6R-K3 | 195-204 2,93 0,61 9,25 Xscm0078 13/15
6R K He08-10 3,44 0,61 11,16 Xscm0078
6R L He2010 QHe6R-L1 59 3,25 —0,94 17,34 d401932c6R 3/7
6R L He2010 4,63 1,08 22,88 d389402
6R L He2009 QHe6R-L2 | 126-138 2,87 0,61 14,27 Xaprén6 9/9
6R L He08-10 3,32 0,91 18,65 Xaprén6
6R M He2007 QHe6R-M1 | 20-29 2,95 -0,75 11,30 d505745c6R 25/26
6R M He2010 3,29 0,48 9,83 d401239c6R
6R M He2009 OHe6R-M2 | 100-114 2,58 0,51 7,88 d400273c6R 66/74
6R M He07-10 3,41 0,51 10,17 d400273c6R
6R M He2010 2,89 0,46 9,75 d507745c6R
6R S He08-10 QHe6R-S1 | 95-98 2,71 0,60 14,02 d507002c6R 2/9
6R S Ft2009 2,84 —-1,65 12,16 d508400
6R S Ft08-10 QFt6R-S1 18-34 2,28 -0,65 9,18 d401305c6R 6/31
6R S Ft2009 2,87 -1,62 12,25 d506992
7R K He2009 2,62 0,57 7,77 d508683c7R
7R K He2010 QHe7R-K1 | 64-71 2,28 0,67 7,43 d508683c7R 5/5
7R K He2009 2,26 0,55 6,63 d505798c7R
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Tabela 6. Charakterystyka QTL wczestickioszenia (HE) zidentyfikowanych na mapach papjlK, L, M i S oraz QTL terminu kwitnienie
(FT) zlokalizowanych na mapie populacji S (cd.)

Liczba markerow

Rok/ Marker istotnych £) dla HE
Chromoson| Populacjal powtorzenie Symbol QTL ZS[T_rLes LOD a R (%) najsilniej w obrebie QTL/
pulacy oceny y N 0 sprzzony liczba wszystkich
. (c™) A
fenotypowej z QTL markerow
w obrebie QTL
7R K He2009 QHe7R-K2 | 119-128 2,28 -0,73 7,99 d390750c7R 5/5
7R K He08-10 2,44 —0,49 7,38 d507910c7R
7R K He2009 QHe7R-K3 | 152-157 3,05 -0,71 9,16 d505931c7R 9/9
7R L He2008 QHe7R-L1 32-35 3,32 -0,97 17,66 d400759 3/3
7R L He2009 QHe7R-L2 39-40 2,52 —-0,95 17,46 Xapr7nl3 2/6
7R L He2008 QHe7R-L3 53_58 2,75 1,01 21,14 d390297 4/6
7R L He08-10 2,60 0,88 21,11 d507754c7R
7R M He2009 3,67 0,68 11,32 Xopo7
7R M He07-10 QHe7R-M1 | 54-67 4,19 0,58 12,04 Xopo7 9/9
7R M He2008 2,79 0,55 7,87 Xopo7
7R M He2008 QHe7R-M2 | 76-78 2,46 -0,49 6,50 d402262c7R 3/4
7R M He2008 QHe7R-M3 | 146-149 2,37 -0,47 6,79 d506805c7R 3/11
7R S He2008 QHe7R-S1 | 20-32 3,33 0,48 13,87 d389951 12/14
7R S He08-10 3,49 0,71 15,03 d389951
7R S He2008 QHe7R-S2 | 43-54 3,21 —0,46 12,58 d509268c7R 5/85
7R S He08-10 3,38 —-0,58 12,94 d401882c7R
7R S Ft2008 QFt7R-S1 44-52 3,70 0,72 14,91 XopnlL667 5/70

* Pojedyncza wart& podana dla QTL, ktorych przedziat byt krétszy hicM.
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Na podstawie testh i przyjetych kryteriow selekcji wykryto 1421 markerow ista
zwigzanych z wczesrioia kloszenia. Wrod loci istotnych dla wezesioi 50 stanowito grug
markeréw innego typu niDArT, z czego 28 tdoci RAPD, 7 — SCAR, 6 — STS, 6 — SSR,
2 - AFLP i 1 — ISSR. Liczb#oci, ktérych istotné¢ stwierdzono w rénych populacjach, wy-
nosita 193.

Z 1421 markerow 521 (36,7%) znajdowate wi obrebie obszarow QTL. \&fdd nich
12 wystpowato jednocz&ie w granicach QTL wykrytych w dwéch adych populacjach.
Test SMA wykazat istotnig 70 markeréw wyznaczonych wstee CIM jako najsilniej sprz
zone z QTL (tab. 7). Rinascie loci wykazywato istotné¢ w dwoch populacjach, a cztery
z nich byly obecne w przedziatach QTL zmgch populacji (tab. 7).

Tabela 7. Markery wykazage w técie F istotny zwiazek z wczesnieia kloszenia w popula-
cjach mapujcych K, L, M oraz S, najsilniej spgzone z QTL

Liczba powtorzé
Marker Grupa QTL Populacja ogotem W poszczegémych
populacjach

d508484c1R 1R QHelR-M1 M 5 5
d508409 1R QHelR-M1 M 4 4
d505283 1R QHelR-M1 M 3 3
d509189 1R QHelR-M2 M 4 4
d506830 1R QHelR-M2 M 4 4
d400946¢c1R 1R QHelR-M2 M 4 4
d505173c1R 1R QHelR-M2 M 4 4
d505891c2R 2R QHe2R-K1 K 3 3
d402355c2R 2R QHe2R-K2 K 3 3
Xcmwg660 2R QHe2R-K3 K, L 5 2,3
d506245c2R 2R QHe2R-L3 K,M 3 1,2
d411177¢2R 2R QHe2R-L5 L, M 6 1,5
Xapr2nl 2R QHe2R-L9 L 4 4
d402364c2R 2R QHe2R-M1 K,M 8 3,5
d508521¢c2R 2R QHe2R-M1 K,M 8 3,5
Xpri62L250 2R QHe2R-M2 M 4 4
d398641 2R QHe2R-M3 M 5 5
d505621¢c2R 2R QHe2R-M4 M 2 2
d399529c2R 2R QHe2R-S1 M, S 4 3,1
d506779 2R QHe2R-S2 S 4 4
d66656¢3R 3R QHe3R-K1 K 2 2
d400826¢3R 3R QHe3R-K2 K,M 6 2,4
d508194¢3R 3R QHe3R-K4 K 2 2
d507126¢3r 3R QHe3R-L1 L 2 2
d509466 3R QHe3R-L2 L 1 1
d390174c3r 3R QHe3R-L2 L 1 1
d400475c3r 3R QHe3R-L2, QHe3R-S1 L, S 2 1,1
d505593c3r 3R QHe3R-L4 L 1 1
d508673 3R QHe3R-L4 L 1 1
d411245 3R QHe3R-L5 S 2 2
d506173c3R 3R QHe3R-S2 S 3 3
d400488c4R 4R QHe4R-K1 K 1 1
d390436c4r 4R QHe4R-L1 L, M 6 3,3
d389327c4r 4R QHe4R-L1 L 3 3
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Tabela 7. Markery wykazage w tdcie F istotny zwhzek z wczesnitig kloszenia w popula-
cjach mapujcych K, L, M oraz S, najsilniej spgzone z QTL (cd.)

Liczba powtorze
Marker Grupa QTL Populacja i w poszczegdlnych
ogotem -
populacjach
d507605c4r 4R QHe4R-L1 L 3 3
d509459 4R QHe4R-L1 L 3 3
d508446c4r 4R QHe4R-L1, QHe4R-S1 L, S 6 4,2
d398498 4R QHe4R-L3 L, M 4 2,2
d506073c4r 4R QHe4R-L3 L, M 4 2,2
Xpr706L300 4R QHe4R-M1 M 3 3
Xpr273L840 4R QHe4R-M2 M 3 3
d389976c4R 1R QHe4R-S1 S 3 3
d509205c4R 4R QHe4R-S1 S 2 2
d506301c4R 4R QHe4R-S1 S 1 1
d410883c4R 4R QHe4R-S2 S 2 2
Xscsz670L900 4R QHe4R-S3 S 2 2
d346641 5R QHe5R-L1 K, L 6 3,3
d120407 5R QHe5R-M1 M 5 5
d399984c5R 5R QHe5R-S1 S 2 2
d508400 6R QFt6R-S1 M 1 1
d401471 6R QHe6R-K1 K 4 4
d399834 6R QHebR-K2 S 4 4
d399834c6R 6R QHebR-K2 K 3 3
Xscm0078 6R QHe6R-K3 K 4 4
d507002c6R 6R QHeb6R-K3, QHe6R-S1 K, S 6 3,3
d401932c6R 6R QHe6R-L1 L 2 2
d389402 6R QHe6R-L2 L 3 3
Xaprén6 6R QHebR-L2 L 3 3
d505745c6R 6R QHe6R-M1 M 1 1
d401239c6R 6R QHe6R-M2 M 3 3
d400273c6R 6R QHe6R-M2 M 3 3
d507745c6R 6R QHe6R-M2 M 3 3
d508683c7r 7R QHe7R-K1, QHe7R-S1 K, S 4 2,2
d390750c7r 7R QHe7R-K2 K 3 3
d507910c7r 7R QHe7R-K2 K 3 3
d505931c7r 7R QHe7R-K3 K 1 1
d400759 7R QHe7R-L1 S 2 2
d507754c7r 7R QHe7R-L3 L 2 2
Xopo7 7R QHe7R-M1 M 4 4
d389951 7R QHe7R-S1 S 4 4

Pogrubion czcionks oznaczono markery istotnie zmane take z terminem kwitnienia.

Liczba markeréw istotnych dla terminu kwitnieniakmyta w populacji 54% 2020LM
byta mniejsza mi liczba loci kontrolupcych wczesn& ktoszenia w poszczegdlnych popula-
cjach (tab. 8). Pewna grupa markeréw terminu kefti@ pokrywata siz markerami istotnymi
dla oceny wczesroi wykrytymi u mieszaca 541x 2020LM. Byto to hcznie 163loci, a na
poszczegolnych chromosomach (1R-7R), odpowiedfip9Q, 21, 7, 5, 20 i 3. €& marke-
row znalazta te swoje odpowiedniki drod loci warunkugcych wezesné® kloszenia wyzna-
czonych w innych populacjach mapeych. taczna liczbdoci istotnych jednoczmie dla obu
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cech wyniosta 193. Markerow, ktérych segregacjeazykaly istotg zaleznosé tylko z termi-
nem kwitnienia, byto 99.

Tabela 8. Liczba markerow wykazaych istotny zwizek z wczesniwia kloszenia (HE)
w populacjach mapagych K, L, M i S oraz z terminem kwitnienia (FT)popula-
cji S, wykazana z zastosowaniem telStw tym liczba markeréw obecnych w gra-
nicach QTL

Liczba markerdw istotnych dla HE (tds),
w tym liczba markeréw w QTL Li,(:zlc_)atrrsark(;—
- row istotnyc
Grupa Popfacia istotnych | dla FT (tesF),
og6lem w dwoch lub | wtym Ilcgba
K L M trzech popu- markerow
lacjach w QTL
1R 8/4 0 65/37 17/10 90/51 0 30/10
2R 45/25 76/19 104/54 124/31] 289/99 58/29 93/25
3R 25/13 34/34 29/6 116/27 185/68 19/13 25/17
4R 4/3 103/50 86/9 79/26 253/81 19/7 7/1
5R 100/1 67/3 727 8/4 209/14 37/1 42/0
6R 98/72 56/14 140/96 33/16 282/166 44/31 62/29
7R 64/23 2/1 46/13 16/12 124/49 4/1 27/5
tacznie | 344/141| 338/121 542/2: | 393/126 | 1421/521 192/88 286/87

Najwieksz liczbe markerdw istotnych pod wzaglem zwizku z wczesnixia klosze-
nia zanotowano w populacji S12B76 (tab. 8). Najwicej loci warunkujcych wczesn&
obserwowano na chromosomie 2R i 6R, najmnidj iza chromosomie 1R i 7R oraz, po
uwzglkednieniu wynikéw dldoci wytypowanych jednoczaie w t&cie SMA i CIM, na chro-
mosomie 5R (tab. 8).

Gdyby za kryterium wyboru najuaiejszych markeréw uzidaliczbe wykazanych
zwigzkow segregacji z ocenami fenotypowymi zmgch lat (z uwzgldnieniemsredniej oceny
ze wszystkich lat badgposzczegdinych populacii) oraz dlamgch populacji, to mma bytoby
wyrézni¢ grupe 55 najczsciej (co najmniej szZeiokrotnie) wytypowanych markeréw (tab. 9).

Tabela 9. Liczba markerow wykazaych istotny zwizek z wczesniwia ktoszenia, wytypo-
wanych z zastosowaniem tegtuz uwzgednieniem liczby powtorzew réznych la-
tach oraz w rénych populacjach mapgych

taczna W tym wytypowane jako istotne co najmniej
Grupa m!t?lig%w dwukrotnie | trzykrotnie| czterokrotnie quiokrotnie | széciokrotnie
1R 90 77 69 54 4 0
2R 289 241 141 96 51 27
3R 185 153 90 17 10 8
4R 253 184 109 21 9 6
5R 209 195 122 62 30 8
6R 282 200 150 56 24 5
7R 124 98 60 39 3 1
Razem 1432 1148 741 345 131 55
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Wsrdd nich znalazto si8loci uznanych na podstawie analizy CIM za najsilniezsp
zone z QTL wczesnai (tab. 7). Grupa markerow paionych w punktach, dla ktérych krzy-
wa LOD osagreta maksymalne wartgi, i jednoczénie wykrytych w técie F liczyta 70loci.
TestF nie pozwolit na wykrycie 49 markerow najsilniejagzonych z QTL.

5.3. Porastanie przedniwne
5.3.1. Wielkas¢ préby do badan

Minimalna wielka¢ proby niezbdna do przeprowadzenia precyzyjnej oceny porasta-
nia przedniwnego, ustalona z uwzglnieniem wariancji wyliczonej dla czterech linii e
nych zyta przy dopuszczalnymdumzie rownym 5%, wynosita 20—48 w zatesci od badanej
linii (tab. 10). Dla poréwnania podano wyniki oldes minimalnej wielkdci proby uzyskane
dla liczby ziaren w kiosie. Byly onezsize i wahaty giw zakresie 3—11. LiczbklosOow wy-
magam do oceny porastania mwa zmniejszy do 5-13, zaktadag zwickszenie dopuszczal-

nej granicy b¢du do 10%.
Tabela 10. Minimalna wielkg préby wedtug wzoru?S/d? dla porastania (% PHS) i liczby

ziaren w ktosie (GN), przy poziomiedolu d = 5% id = 10%, wyliczona dla czte-
rech linii wsobnycthryta

. . . . . Minimalna
Linia Liczebnac Odchylenie Mlnlrrjalna wielka¢ Odchylenie wielkod
. standardowe préby dla PHS standardowe .

wsobna préby dla PHS dla GN proby dla GN
d=5% | d=10% d=5%
S120 68 13,60 20 5 8,02 7
S76 64 14,44 23 6 9,99 11
M12 67 19,82 43 12 7,48 6
M12bw 53 20,86 48 13 5,40 3

5.3.2. Wplyw obcozapyleniana ocere porastania

Rdéznica medzy srednimi wartdciami porastania dla klosow pochadgch z samo-
i obcozapylenia w stosunku deoedniej wartdéci cechy dla klosow samozapylanych wahata
sie w granicach 13-31% w zaideosci od linii, a warté¢ ogolna wyznaczona dla danych ze
wszystkich linii Bcznie wynosita 22%. Warfé tego parametru dla liczby ziaren w kiosie

byta nzsza i wynosita 15% (tab. 11).
Tabela 11. Wplyw obcozapylenia na waétporastania i liczb ziaren w kiosie, wyraony ja-

ko r&znica medzy srednimi wartdciami cechy dla ktoséw pochagtz/ch z samo-
i obcozapylenia w stosunku doedniej wartéci cechy dla klosbw samozapyla-

nych
Linia Porastanie (PHS) Liczba ziaren w ktosie (GN
srednia I* | érednia N** | rdznica | r&nica (%) rénica r&nica (%)
S120 74,94 65,30 9,64 13 3,31 12
S76 29,51 20,70 8,80 30 4,15 14
M12 59,48 40,97 18,51 31 5,80 27
M12bw 73,74 57,72 16,02 22 0,68 5
Ogélnie 59,42 46,17 13,25 22 3,48 15

* | — samozapylenie, ** N — obcozapylenie.
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Poréwnano warkei porastania dlasmiu serii klosow w ramach kdej z czterech li-
nii wsobnych i w ramach kdego z dwéch typéw zapylenia — swobodnego i wymiisgo
samozapylenia. Poniewastotne r@nice pojawiaty s rowniez miedzy parami serii ,izolo-
wane—izolowane” (I-), traktowanymi jako wzorcoveprygowano wyniki porownania i
dzy grupami ,nieizolowane—izolowane” (N-I), pommsizgjc je o wartdci poréwnania |—I.

W zaleenosci od badanej linii i zastosowanego testu otrzymaaotasci wahajice sé
w granicach 9-42% (tab. 12). W przypadku testu Waldolfowitza (W-W) wartéc ta wy-
liczona dla wszystkich czterech linigdznie wynosita 15%, w feie Kotmogorowa—
Smirnowa (K-S) — 20%, a w d&e U-Manna-Whitneya (M-W) — 32%. Dla poréwnania
w takim samym déwiadczeniu dotycgcym liczby ziaren w kiosie aginigto wartcci wyno-
szace 0-25%, a wartgi uzyskane dla wszystkich linii w trzech testaoh58o (W-W), 9%
(K=S) i 13% (M-W).

Tabela 12. Wptyw obcozapylenia na oggrorastania, wyreony jako liczba istotnych wic
miedzy paramgrednich wartéci cechy dla ktosow pochoglzych z samozapylenia
i obcozapylenia (testy: W-W, K-S, M-W)

Raéznice medzy Raéznice medzy Ra&znice medzy Réznica
Linia Rodzaj N*—[** [l N-N migdzy
wsobna| testu (na 64) (na 56) (na 56) N-la |-l
liczba % liczba % liczba % (%)

W-W 9 14 0 0 3 5 14

S120 K-S 16 25 1 2 2 4 23
M-W 22 34 3 5 8 14 29

W-W 13 20 2 4 4 7 16

S76 K-S 18 28 2 4 10 18 18
M-W 26 41 4 7 12 21 34

W-W 14 22 3 5 0 0 22

M12 K-S 17 27 2 4 0 0 27
M-W 27 42 4 7 0 0 42

W-W 11 17 1 2 5 9 15

M12bw | K-S 7 11 1 2 3 5 9
M-W 21 33 3 5 6 11 28

* N — obcozapylenie, ** | — samozapylenie.

Z uzyciem testu W-W wyliczono tak liczky istotnych rénic miedzy parami grup
ktosow izolowanych i nieizolowanych w ramachzéigj linii wsobnej pochodicej z populacji
mapupcej S120x S76 o poziomie wsobkoi RIL-Fg. Poréwnano 140 par, wykrywaj 30
istotnych r@nic (21%). W 100 przypadkachednie wartéci porastania dla grup ktoséw po-
chodacych ze swobodnego przepylenia bytyasge nk srednie wartéci cechy dla grup kto-
sO6w samozapylonych. Podaptendenagi obserwowano w grupie genotypéw wykagyjch
istotne ré@nice (26 z 30).

Kolejnego poréwnania dokonano, wyliczajwspotczynniki korelacji ngidzy raznymi
powtdrzeniami ocen fenotypowych porastania w paguraapupcej, z uwzgtdnieniem spo-
sobu zapylenia. Najwgz wartas¢ (0,64) osigreta para serii kloséw izolowanych i nieizo-
lowanych z tego samego roku — 2008 (tab. 13). Wkigysvartaci byty istotne statystycznie
przyp < 0,05.
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Tabela 13. Wspoifczynniki korelacji dla przedvnego porastania (PHS)

w populacji mapujcej M w r@&nych latach badai w réznych po-

wtorzeniach, z uwzgtinieniem sposobu zapylenia

Rok/wariant Wspé}czynpik ko- Liczb'a_'porc')wnywanycr
relaciji linii wsobnych

2007/1*-2008/I 0,39 64
2007/1-2009/1*** 0,47 66
2007/1-2009/1**** 0,41 65
2008/1-2009/1*** 0,44 137
2008/I-2009/[**** 0,55 132

2009/1***—2009/[**** 0,44 149

2008/I-2008/N** 0,64 139

* | — samozapylenie, ** N — obcozapylenie, *** pigsze powtdrzenie, **** drugie
powtdrzenie; wszystkie waro s3 istotne statystycznie przy< 0,05.

5.3.3. Lokalizacja QTL porastania przeaniwnego

Wartdéci porastania w populacji mapeej obejmowaty prawie caiskak i w kazdym
powt6rzeniu obserwowano przekroczenie poziomu linizicielskich w obu kierunkach
(tab. 14).Srednie wartéci cechy oscylowaty w granicach 28-43%. Nagzie wartéci cechy
odnotowano dla 2007 roku, najugze z& dla 2009 roku oraz w przypadku powtérzenia

z 2008 roku dla ktoséw pochogtz/ch z obcozapylenia. Rozklady waido cechy dla po-
szczegolnych lat nie odbiegaty istotnie od rozkladumalnego.

Tabela 14. Miary skupienia i rozproszenia dla p@amia przedniwnego (PHS) w populacii
RIL otrzymanej z mieszea S120xS76Gyta

Rok/ Sred_m_g Sred_m_g Srednia Odchylenie | Minimalna | Maksymalna
wariant dlalinii | dialinii | dia POPU-1 standardowe| wartasc wartosé
S120 S76 lacji

2007/1* 6,25 10,24 27,83 21,69 0,00 79,73
2008/1 36,50 13,27 33,12 20,18 0,00 77,78
2008/N** 67,36 32,86 42,76 25,95 0,00 98,36
2008 53,56 21,80 37,38 20,03 0,00 81,18
2009/ 45,29 36,02 40,73 18,47 2,54 88,09

* | — samozapylenie, ** N — obcozapylenie; brak $otu —srednia warté¢ z obu wariantéw.

Na mapie populacji S120S76 wykryto 31 QTL przeciwnego porastania, rozloko-
wanych na wszystkich siedmiu chromosomactocr na 1R, 6 na 2R, po 5 na 3R i 4R, 4 na
6R i po 2 na5R i 7R (tab. 15, rys. 1-7). QTL zochosomu 7R@QPhs7R-M2 wykryto we
wszystkich déwiadczeniach. Rciokrotnie potwierdzono lokalizagjdwéch QTL QPhs1R-
-M7 i QPhs2R-M2, trzykrotnie — czterech QTLQPhs1R-M6 QPhs2R-M3 QPhs3R-M4
i QPhs4R-M¥, dwukrotnie — réwnie czterech QTL QPhs1R-M5QPhs2R-M4QPhs2R-M5
i QPhs5R-M) Pozostate regiony wskazano w jednym z siedmiulimgch powtérzeé, ale
dwa z nich wykryto dla oceny Zmednionymi danymi ze wszystkich wariantowédadczenia.
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Czterndcie QTL charakteryzowat poziom LOD powgj 3,0, w tym sz& — powyej
4,0. Byly to regiony:QPhs7R-M1 QPhs7R-M2 QPhs4R-M4 QPhs1R-M7 QPhs3R-M4
i QPhs2R-M1wymienione w kolejnéci malepcych wartdci LOD, od 4,53 do 4,01 (tab. 15).
Wartaici R* powyzej 10% reprezentowato 16 QTL, w tymi&i odpowiadato za po-
nad 15% zmiennai cechy, a 2 ¥rod nich QPhs2R-M1 QPhs7R-M] — za ponad 20%
zmienndci (tab. 15).

Tabela 15. Charakterystyka QTL warurdayjich porastanie przediwne (PHS), zidentyfiko-
wanych na mapie populacji M

Liczbaloci
istotnych
wlz(r)il;/n t Zakres R M_arkgr_ (F)/ Iiczpa
Grupa Symbol QTL| QTL | LOD a najsilniej | wszystkich
oceny feno- (%) , .
fypOWE] (cM) sprzzony loci .
w obrebie
QTL
1R 2007/I* | QPhslR-M1| 30-31 | 2,37| -11,01 14,43d505199c1R 0/2
1R 2008/N** | QPhs1R-M2| 39-40 | 2,20 —8,28 6,47 d390307 1/1
1R 2007/ QPhs1R-M3| 42-45 | 2,75 12,58 17,80 d507676 0/31
1R 2008/ QPhs1R-M4| 95-110| 3,01 —6,78 9,56d506136¢c1R| 36/36
1R 07-09 2,23 -4,51 5,64 d390236
1R 2009/I QPhs1R-M5| 188-18 2,52 -5,05| 6,58 d390236 7
1R 07-09 3,03 -5,28 7,53 d400845
1R 07-09/1 | QPhs1R-M6|192-19§ 2,89 -5,07 7,21 d400845 5/5
1R 2009/I 3,24 -5,75| 8,24 d400845
1R 2007/ 2,46 -8,32 15,539 d509418
1R 07-09 2,74 -5,21 6,89 d505315
1R 07-09/I | QPhs1lR-M7|214-232 2,74 -5,08 6,82 d505315 11/11
1R 2008 2,73 -6,17 7,77 d505315
1R 2008/ 4,05 -7,27| 12,39 d505315
2R 2007/ QPhs2R-M1| 28-31 | 4,01| -12,57 29,56 d402587 1/5
2R 2007/ 3,55| -10,15 18,22d402355c2R
2R 2008/N 3,50 -8,13 10,23d345057c2R
2R 2009/ QPhs2R-M2| 39-45 | 2,39 -5,05 6,74d345057c2R| 21/21
2R 07-09 2,91 -5,40  8,23d345057c2R
2R 07-09/I 2,41 -4,79| 6,77 d345057c2R
2R 2008/N 3,11 -8,46 11,52d389974c2R
2R 07-09 QPhs2R-M3| 47-58 | 2,99 -5,60  8,41d402364c2R| 16/16
2R 07-09/I 2,83 -5,46/ 8,02 d505627
2R 2007/ 3,75 11,41 19,91Xpr931L1070
2R 2009/ QPhs2R-M4| 72-78 2,44 552 6,65 Xpr162L250 0/18
2R 2008/ 2,71 —6,74 7,89Xpr366L570
2R 07-09 QPhs2R-M5/ 126-13 2,32 -4,63| 6,22 Xpr366L570 213
2R 2008/ QPhs2R-M6| 155 2,46 575 7,48 d505702 6/6
3R 2008/N | QPhs3R-M1| 1-2 2,48 -6,39  7,32d401653c3R 3/6
3R 2007/ | QPhs3R-M2 | 14-15| 2,58 7,94 12,631505544c3R 1/6
3R 2009/ | QPhs3R-M3 | 32-33 | 2,54 5,74 6,84r143L1100 0/18
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Tabela 15. Charakterystyka QTL warurdayjch porastanie przediwne (PHS), zidentyfiko-
wanych na mapie populacji M (cd.)

Liczbaloci
istotnych
le(r)i:l/n t Zakres R M.arkgr. (FY Iiczpa
Grupa Symbol QTL| QTL LOD a najsilniej | wszystkich
oceny feno- (%) , .
typOwej (cM) sprzzony loci _
w obrebie
QTL
3R 2009/ 4,03 6,79 11,31d505593c3R
3R 07-09 QPhs3R-M4| 48-55 | 3,19 6,48 12,63d505593c3R| 8/18
3R 07-09/I 2,36 536/ 9,16 d505593c3R
3R 07-09 QPhs3R-M5| 58-60 | 2,64 4,82 7,23d390268c3R| 16/16
4R 2009/ QPhs4R-M1| 49-50 | 2,30 5,272 6,40 d509321 0/4

4R 2009/I QPhs4R-M2| 63-68 | 3,00 6,33 8,69d399485c4R 0/5
4R 07-09 QPhs4R-M3| 76-77 | 2,37 6,19 6,69d508404c4R 0/4

AR 07-09 415 —857 12,17d509244c4R
4R 2008 | QPhs4R-M4| 86-91 | 4,10] —9,61 11,93d509244c4R| 13/13
AR | 2008/N 4.45 | —11,65| 12,99 d509244c4R
4R | 2008/N | QPhs4R-M5| 93-94 | 2.31| -—7,73 7,08 d507200 9/9
5R 200971 266 641 11,18 d507127
5R | o7—ogn | QPNSSR-M1 6-11 =50 525 856 d507127 8/8
5R 2007/l | QPhs5R-M2| 43-47 | 2,86] -9.37 14,713 d402320 0/9

6R 2008/ QPhs6R-M1| 24-28 | 3,58 -9,39 10,99d410869c6R| 0/17
6R 2007/ QPhs6R-M2| 32-37 | 3,12| -10,84 17,05 d507862 14/17

6R 2008/ QPhs6R-M3| 37-40 | 2,87 9,83 9,65 d401102 0/6
6R 2008 QPhs6R-M4| 66-73 | 3,12 —6,78 9,20d398480c6R| 5/41
7R 2007/ QPhs7R-M1| 62-74 | 4,53 13,63 27,43d508559c7R| 5/26
7R 2008/ 2,61 6,89 0,09d402651c7R

7R 2008 2,58 6,11  7,97d401480c7R

7R 2009/1 3,72 7,84 11,6§7d402657c7R

7R 07-09/1 3,44 7,29 10,77d401200c7R

7R 07-09 4,49 7,56 16,29d507991c7R

7R 2008/N QPhs7R-M2/ 89-106 3,27 8,29 10,82d507991c7R 28/28
7R 2008 3,30 7,11  3,69d390184c7R

7R 07-09 3,45 6,10 11,13 d507936

7R 07-09/I 2,44 4,98 8,12 d507936

7R 2009/1 2,52 533] 8,16 d507936

* | — samozapylenie, ** N — obcozapylenie; brak §otu oznacza wartd srednia z obu wariantow.

Allele o najsilniejszym wptywie na wzrost lub ohkanie sktonnéci kloséw do pora-
stania, bo o ponad 10%, pochece od linii S120, wytypowano odpowiednio dla trzech
(QPhs2R-M4QPhs1R-M3 QPhs7R-M1i pieciu QTL (QPhs2R-M1QPhs4R-M4QPhs1R-
-M1, QPhs6R-M2 QPhs2R-M}

Najistotniejsze pod wzgtlem wszystkich trzech parametréw opasych wiaciwosci
QTL okazaty st loci QPhs2R-M1i QPhs7R-M1z proksymalnych eZci drugiej i sibdmej
grupy sprezzen.

Wykorzystupc testF i przyjete kryteria selekcji, wyznaczono 385 markerow szak
nych istotnie z odporricia/wrazliwoscia na porastanie. Poza markerami DArT w tym zesta-
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wie znalazto si 21 markerow innego typu, w tym 13 RAPD, 3 SSR,T$%$2 SCAR. Naj-
liczniejsza grupdoci pochodzita z chromosomu 5R i 1R, najmniej licznehromosomu 6R
(tab. 16). Z pelnego zestawu markerow istotnyctzmaobyto wyr@ni¢ 58 takich, ktérych
istotnai¢ wykazano we wszystkich siedmiu migvych powtdrzeniach daviadczenia. Byty
one rozlokowane na dwoch chromosomach — 1R i HRyrge w obebie lub w pobliu QTL:
QPhs1R-M4 QPhs1R-M7razQPhs7R-M1 QPhs7R-M2

Tabela 16. Liczba markerow populacji M wykamyjch istotny zwazek z porastaniem, wy-
krytych z zastosowaniem tesfy z uwzgédnieniem liczby powtorzew réznych
latach i r@Gnych warunkach

taczna Liczba markerow istotnych w:
Chromosom| liczba 1 | 2] 3] 4 | 5 | 6 | 7
markerow wariantach déwiadczeni
1R 8¢ 1 3 8 18 17 5 34
2R 5C 2 13 3 7 21 4 0
3R 5€ C 15 7 2C 13 1 0
1R 4€ 2 10 € 7 13 8 0
5R 9( 3 11 4C 2 33 1 0
6R 1€ 13 3 2 1 C C 0
7R 3¢ 5 2 C C 1 € 24
Razen 38¢ 26 57 66 55 98 25 58

Dwiescie siedemngie spdrod 385 markerow znajdowatcesiv granicach QTL pora-
stania. Dwadzigia dziewe¢ markerow uznanych za istotne na podstawie anlggdyn-
czego markera wykazywato réwnoéme najsilniejsze spezenie z QTL warunkuacymi
odporng¢ na porastanie (tab. 17). Dwunastu markeréw nag$ibprzzonych z QTL pora-
stania nie uznano za istotne wdie F.

Tabela 17. Markery wykazagge w técie F istotny zwhzek z porastaniem w populacji mapu-
jacej M, najsilniej sprgzone z QTL

Lokalizacja Liczba powtérze

Marker arupal oM QTL ogélem w tym z prawdopodobistwem

95% | 99% | 99,9% 99,99%
d390307 1R 39 | QPhs1lR-M2 3 3 0 0 0
d506136¢1R| 1R 108 | QPhslR-M4 5 3 2 0 0
d390236 1R 189 | QPhsl1R-M5 7 0 3 1 3
d400845 1R 195 | QPhs1R-M6 7 2 2 3 0
d509418 1R 214 | QPhsl1R-M7 7 1 3 3 0
d505315 1R 229 | QPhsl1R-M7 7 0 2 3 2
d402355c2R| 2R 41 | QPhs2R-M2 1 0 0 1 0
d345057c2R| 2R 44 | QPhs2R-M2 6 2 4 0 0
d389974c2R| 2R 47 | QPhs2R-M3 2 2 0 0 0
d402364c2R| 2R 53 | QPhs2R-M3 6 1 5 0 0
d505627 2R 56 | QPhs2R-M3 5 2 3 0 0
Xpr366L570| 2R 129 | QPhs2R-M5 5 5 0 0 0
d505702 2R 155 | QPhs2R-M6 3 3 0 0 0
d401653c3R| 3R 2 QPhs3R-M1 2 1 1 0 0
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Tabela 17. Markery wykazage w técie F istotny zwhzek z porastaniem w populacji mapu-
jacej M, najsilniej sprgzone z QTL (cd.)

Lokalizacja Liczba powtérze

Marker arupal oM QTL ogélem w tym z prawdopodobistwem

95% | 99% | 99,9% 99,99%
d505593c3R| 3R 53 | QPhs3R-M4 3 2 1 0 0
d390268c3R| 3R 60 | QPhs3R-M5 5 3 2 0 0
d509244c4R| 4R 87 | QPhs4R-M4 5 4 1 0 0
d507200 4R 93 | QPhs4R-M5 6 6 0 0 0
d507127 5R 10 | QPhs5R-M1 5 3 2 0 0
d507862 6R 37 | QPhs6R-M2 1 0 1 0 0
d401102 6R 37 | QPhs6R-M2 1 1 0 0 0
d398480c6R| 6R 70 | QPhs6R-M4 2 2 0 0 0
d402651c7R| 7R 90 | QPhs7R-M2 7 1 6 0 0
d401480c7R| 7R 94 | QPhs7R-M2 7 2 1 4 0
d402657c7R| 7R 95 | QPhs7R-M2 7 2 1 4 0
d401200c7R| 7R 97 | QPhs7R-M2 7 1 1 4 1
d507991c7R| 7R 98 | QPhs7R-M2 7 2 0 3 2
d390184c7R| 7R 101 | QPhs7R-M2 7 1 2 4 0
d507936 7R 105 | QPhs7R-M2 6 1 2 3 0

5.4. Zaleznosé miedzy porastaniem a wczesritia

Wspotczynnik korelacji prostej rulzy porastaniem a wczeswee kloszenia byt istot-
ny statystycznie przp = 0,05 tylko dla jednego roku batla 2007; jego wartd wynosita
0,40. Przy poréwnaniu ocen fenotypowych z lat 20809 oraz préb zbiorczych z lat 2007—
-2009 uzyskano nieistotne wadtd wspoétczynnika korelacji, wynogee, odpowiednio,
-0,05; 0,011 0,00.

Poréwnanie QTL porastania i wczesciokloszenia dokonane na podstawie mapy
mieszaca S12x S76 wykazato,ze siedem QTL porastania pokrywatoe statkowicie
(QPhs2R-M4 QPhs2R-M5 QPhs6R-M), prawie catkowicie QPhs2R-M3 lub czsciowo
(QPhs1R-M4 QPhs1R-M7 QPhs7R-M) z QTL wczesngci kloszenia, a dwa QTL kontro-
lujace porastanie@Phs5R-M2i QPhs6R-M2 znajdowaty si w bezpdrednim gsiedztwie
QTL wczesnéci kloszenia (tab. 18, rys. 1-7). Uwedhiajc te markery najsilniej spgzone
z QTL wczesnéxi i zlokalizowane na mapach pozostatych trzechsmaeow, ktére znalazty
sie w granicach QTL porastania lub w ich bliskigsiedztwie (do 5 cM), wskazano kolejnych
10 obszarow genomuQPhs1R-M2 QPhs1R-M3, QPhs2R-MZPhs3R-M2 QPhs3R-M3
QPhs3R-M4QPhs4R-M1QPhs4R-M3QPhs5R-M1 QPhs7R-M2

Dwa QTL porastania zawieraty w swoich granicach kegr najsilniej sprgzone
z QTL terminu kwitnienia. Byly to regionyQPhs1R-M3z markeremd390594(QFt1R-S)

I QPhs6R-M2Z markerend508400(QFt6R-S).
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Tabela 18. QTL porastania przeilvnego pokrywajce sk z QTL wczesnéci i markery naj-

silniej sprzzone z QTL jednej cechy obecne w granicach QTL @jumgchy

Marker najsilniej sprgzo- Marker najsilniej Spre
QTL ny z QTL kontrolujcym zony z QTL kontrolu- QTL
kontrolujgcy H)I/E ET Lacyr cym PHS obecny kontrolujacy
obecny w oltbie .
PHS QTL kontrolupcego PHS w obrebie QTL HE/FT
kontrolujgcego HE/FT
QPhs1R-M2 d410760* - QHelR-L1
QPhs1R-M3 d390594 — QFt1R-S1
d508409 — QHelR-M1
QPhs1R-M4 d506649c1R — QHelR-S1
d509189, d506830 d506136¢1R QHelR-M2
QPhs1R-M7 - d509418 QHelR-M5
QPhs2R-M2| d505891c2R, d402355¢2R — QHe2R-K1QHe2R-K2
QPhs2R-M3| d402364c2R, d508521g2R d505627 QHe2R-M1
QPhs2R-M4 Xpr162L250 Xpr162L250 QHe2R-M2
QPhs2R-M5 Xpr366L570 Xpr366L570 QHe2R-M4
QPhs3R-M2 d400826c3R* - QHe3R-K2
d507126¢c3R — QHe3R-L1
QPhs3R-M3 d402648c3R — QHe3R-L2
d400475c3R — QHe3R-S1
QPhs3R-M4 d505593c3R d505593c3R QHe3R-L4
QPhs4R-M1 d390436¢c4R* — QHe4R-L1
d398498* — QHe4R-L3
QPhs4R-M3 d506073c4R* — QHe4R-L4
QPhs5R-M1 d505276** — QHe5R-S1
QPhs5R-M2 - - QHe5R-M1*
QPhs6R-M 1 — d410869c6R QHe6R-M1
QPhs6R-M2 d508400 — QHe6R-M1, QFt6R-S1
QPhs7R-M1 Xopo7 d508559c7R QHe7R-M1
d505931c7R — QHe7R-K3
QPhs7R-M2 d507754c7R - QHe7R-L3

* Markery lub QTL potaone w bliskim gsiedztwie QTL porastania; ** marker patmy w bliskim asiedztwie
QTL wczesnéci i porastania; pogrubianczcionky oznaczono QTL znajdage s¢ catkowicie w obgbie QTL
drugiej cechy.

Wsrdd dzieweciu par QTL (QTL porastania—QTL wczesoi zlokalizowanych
w tych samych obszarach na mapie populacji 1206 cztery charakteryzowatyegedna-
kowymi znakami efektu addytywnego. Byly tQPhs2R-M3/QHe2R-M1-/-), QPhs6R-
-M1/QHe6R-M1(—/-), QPhs6R-M2/QHe6R-M@-/-) i QPhs7R-M1/QHe7R-M{t+/+). Cztery
pary QTL determinujcych wczesn& i sklonnd¢ do porastania, o pokrywgych s¢ lub
sasiadupcych przedziatach, wykazywaty przeciwny efekt damed allelu pochodizego od
linii S120. Byty to: QPhs1R-M4/QHelR-MDHelR-M2 (-/+), QPhs1R-M7/QHelR-M5
(=/+), QPhs2R-M4/QHe2R-M@r/-) i QPhs2R-M5/QHe2R-M@&-/+).

Stosujc testF, wytypowano 137 markerdw istotnie zwanych z porastaniem i wcze-
snaicig kloszenia jednoczaie (tab. 19, tab. 20). Najagej markerow istotnych zlokalizo-
wano na chromosomach: 5R, 1R i 2R (odpowiednio,443i 29). Dziesi¢ markerow z tej
grupy stanowity markery inne niDArT, w tym siedem RAPD, dwa SSR i jeden SCAR.
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Osiemdziesjt siedem markeréw znajdowata siv granicach QTL wykrytych dla jednej lub
drugiej cechy, 33 w obbie QTL obu cech, z czego 17 markeréw pochodzigthromosomu
2R, a 11 zmapowano w grupie 1R. Markery, ktory¢btims¢ wykazano w najwkszej licz-
bie powtorzé, takze pochodzity z chromosoméw 2R i 1R (tab. 19).

Tabela 19. Liczba markerow populacji M wykagyjch istotny zwizek z porastaniem
i wczesndcig kloszenia, wykrytych z zastosowaniem tebtuz uwzgednieniem
liczby wariantow déwiadcze, w ktorych wykazano istotgé markerow

Liczba wariantéw Liczba o Liczba markeréw
_ . Lokalizacja .
PHSiHE | PHS/HE lub markerow . na poszczegoélnych

! . markeréw
tacznie HE/PHS ogotem (137) chromosomach
11 6/5 2 2R 2
1C 5/5 8 2R 8
9 5/4 2C 1R, 2R, 5k 17,2,
4/4 1€ 1R 16
8 5/3 1€ 2R, 5R, 3F 8,7,
6/2 1 2R 1
7 4/3 18 5R, 1R, 2R 11,4,1,1,
5/2 8 5R, 2R 7,1
3/3 4 3R, 5R 2,2
6 4/2 7 2R, 4R, 1R, 5F 32,1
5/1 € 5R,1R,2R 1l
5 3/2 11 5R, 3R, 1R, 2F 7,2,1,:
4/1 1 7R 1
4 2/2 1 3R 1
3/1 8 5R, 7R, 2R 3,2,1,1,
2/1 1 4R 1
2 1/1 ° 6R, 7R, 4F 6,2,

Tabela 20. Markery molekularne wykageg w tdécie F istotny zwhzek z porastaniem
i wczesndcia, obecne w granicach QTL, z uwedhieniemliczby powtdérzé ocen
fenotypowych, w ktorych wykazano istotéamarkera

_ Liczpa powto- oTL oTL Liczba powté—
Marker Chromosom Pozycja|  rzei oceny kontrolugcy | kontrolupcy rzen
(cM) PHS PHS HE oceny HE
(maksym. 7) (maksym. 5)
d348293 1R 89 1 - 5
d505927c1R 1R 92 2 - 4
d402365c1R 1R 94 3 — OHelR-M1 4
d508409 1R 97 4 4
d507772 1R 97 4 4
d507743 1R 99 4 4
d507820 1R 99 3 — 4
d505865 1R 99 4 QPhs1R-M4 - 4
d401022 1R 100 4 — 4
d505260 1R 100 5 - 4
d505549 1R 100 5 — 4
d506649c1R 1R 100 4 QHelR-S1 4
d402491 1R 100 5 — 4




Tabela 20. Markery molekularne wykageg w tdcie F istotny zwhzek z porastaniem
i wczesndcia, obecne w granicach QTL, z uwedhieniem liczby powtérzeocen
fenotypowych, w ktorych wykazano istoiéamarkera (cd.)

_ Liczpa powté- oTL oTL Liczba powté—
Marker Chromosom Pozycja|  rze oceny kontrolugcy | kontrolupcy rzen
(cM) PHS PHS HE oceny HE
(maksym. 7) (maksym. 5)

d400853 1R 100 5 — 4
d389936 1R 100 5 — 4
d509689 1R 100 5 - 4
d399580 1R 100 5 — 4
d400399c1R 1R 100 5 QHelR-S1 4
d401858c1R 1R 100 5 — 4
d401335 1R 100 5 — 4
d399930 1R 100 5 — 4
d400043 1R 100 5 — 4
d506423 1R 100 5 — 4
d402673 1R 100 4 — 4
d400449 1R 101 4 — 4
d389911 1R 101 5 — 4
Xpr240L100Q 1R 102 3 QPhs1R-M4 — 4
d505185c1R 1R 104 4 — 4
d399789c1R 1R 104 4 — 4
d506666C1R 1R 104 4 — 4
d401246¢1R 1R 104 4 — 4
d347184c1R 1R 104 4 — 4
d508306c1R 1R 104 4 — 4
d509189 1R 106 4 4
d506136¢1R 1R 108 5 4
d389677 1R 108 5 4
d401799 1R 108 5 QHelR-M2 4
d506830 1R 108 4 4
d509169 1R 109 3 4
Xpr57L1900 1R 123 2 — 3
d120224¢c2R 2R 46 5 — 3
d121235¢c2R 2R 46 5 — 3
d401657¢c2R 2R 46 5 3
d400975¢c2R 2R 46 5 A 3
d399784c2R 2R 46 5 QPhs2R-M32 QHe2R-L3 3
d400854¢c2R 2R 46 5 3
d389322¢c2R 2R 46 5 3
d401519¢c2R 2R 46 5 — 3
d389974¢c2R 2R 47 2 — 3
d389862c2R 2R 47 4 — 3
d347664c2R 2R 46 4 2
d506245c2R| 2R 46 4 QHe2R-L3 2
d345119¢c2R 2R 46 4 — 2
d505389¢c2R 2R 46 6 QPhs2R-M3 — 2
d347771 2R 53 6 5
d402364c2R 2R 53 6 5
Xpr181L1200¢ 2R 54 5 QHe2R-M1 4
d505627 2R 56 5 5
d508471 2R 55 5 5




Tabela 20. Markery molekularne wykageg w tdcie F istotny zwhzek z porastaniem
i wczesndcia, obecne w granicach QTL, z uwedhieniemliczby powtdérzé ocen
fenotypowych, w ktorych wykazano istoiéamarkera (cd.)

_ Liczpa powté- oTL oTL Liczba powté—
Marker Chromosom Pozycja|  rze oceny kontrolugcy | kontrolupcy rzen
(cM) PHS PHS HE oceny HE
(maksym. 7) (maksym. 5)
d402131 2R 56 5 5
d508521c2R 2R 56 5 5
d411131c2R 2R 56 5 QPhs2R-M3 5
d507035c2R 2R 56 5 5
d401740 2R 56 5 QHe2R-M1 5
d347770c2R 2R 60 4 — 5
Xscm031 2R 59 5 - 5
Xscm032 2R 61 1 - 5
d411165 2R 60 2 — 5
d507374¢c3R 3R 0 4 - 3
d401653c3R 3R 2 2 QPhs3R-M1 - 2
d399386¢3R 3R 1 3 - 3
Xpr273L840 4R 31 1 - QHe4R-M2 3
d509488c4R 4R 56 1 — QHe4R-K2 1
d347800c4R 4R 109 4 — QHe4R-S2 2
d121207 5R 40 2 — QHe5R-M1 5
d400907 6R 32 3 QFt6R-S1 1
d347012 6R 33 1 - 1
d345433 6R 33 1 — 1
d390764 6R 32 1 - 1
Xscsz980 6R 32 1 QPhsER-M2 - 1
QHebR-K1,

d402328 6R 32 1 OFt6R-S1 1
d507862 6R 37 1 — 1
d508061c7R 7R 67 1 3
d401754 7R 66 1 QHe7R-M1 4
d508559¢c7R 7R 67 1 QPhs7R-M1 3
d390593 7R 73 1 — 1
d401828 7R 73 1 - 1







6. Dyskusja
6.1. Konstrukcja map genetycznych a mapowanie QTL

Prawidtowa lokalizacja QTL dowolnych cech zaleod wielu czynnikéw. Jednym
Z nich jest jaké¢ mapy genetycznej, wyrajagca s¢ stopniem pokrycia genomu, z@sgcze-
niem, jak te wiasciwa kolejnaicia markeréw. Na te z kolei warunki wptywgajrodzaj wytej
populacji mapujcej, jej licznag¢ (Melchinger i in. 1998, Ferreira i in. 2006) ordabor tech-
nik pozyskiwania markerow. Drugim waym elementem jest jaké oceny fenotypowej da-
nej cechy. Nie bez znaczenia takze metody statystyczne wykorzystane w procesie kon-
strukcji mapy i lokalizacji QTL.

Powszechnym zjawiskiemy $6znice medzy mapami tworzonymi dla #dych popu-
lacji tego samego gatunku. Zestawienie map genagta wielu populacji mapagych
(Schlegel i Korzun 2008) dostarcza licznych przgkla takich niezgodni. ROwniez
w przypadku integracji kilku map genetycznychma obserwowéazmiany pozycji marke-
réw na mapach zintegrowanych w stosunku do magomyych (Gustafson i in. 2009, Sto-
jatowski i in. 2009). Brak petnej analogii w kolegti markeréw m¢dzy czterema mapami
obserwowano tate w niniejszych badaniach (rys. 1-7). Prawdopod»lskutecznym, cho
nieracjonalnym, sposobem ujednolicenia gkonstruowanych map bytoby zkszenie li-
czebndci populacji mapujcych. Ferreira i in. (2006), badajwptyw typu i liczebnéci po-
pulacji mapuycej, ustalili, ¥ optymalna populacjazyta do utworzenia mapy powinna liczy
500 genotypéw niezateie od jej typu (pokolenie Hub RIL). Zestaw ten maa bytoby
zmniejszy do okoto 200 w razie konieczéw obnizenia kosztow bada Przedstawione ma-
py wykonano dla populacji RIL ligzych 94-143 rédiny i to zapewne, oprécz drobnych
i nieuniknionych b¢déw genotypowania, stanowi gtéwny powod braku pelgodndci
w konstrukcji map.

Poniewa analiza QTL w diej mierze zaley od jakadci mapy, lokalizacja regionéw
zawieragcych loci kontrolugce badane cechy me take by obarczona pewnymi édami.
Btad rzedu kilku cM w ustaleniu odlegksi miedzy markerami mze okaza sie krytyczny
przy okrdlaniu liczby i pozycji QTL. Zdarza sitakze, ze QTL wykryte w dystalnej &Zci
chromosomu znajdgisiec w rzeczywistéci w regionie, ktorego dana mapa nie obejmuje (Ha-
nocq i in. 2007).

Stosowanie rinych metod analizy QTL dla tych samych danych r@wrskutkuje
réznicami w uzyskiwanej liczbie i lokalizacjoci cech ilgciowych. Réanice takie obserwo-
wano méedzy wynikami mapowania QTL z zastosowaniem funk®jii CIM (Melchinger
i in. 1998, Masdj i Milczarski 2009).

Wobec r@norodndci czynnikdw wptywagcych na jakéé tworzonych map i wykry-
wanych QTL oraz licznych, trudnych do unikcia bkdéw w catej procedurze mapowania
stuszna wydaje sistrategia wykorzystania do analizy QTL wielu zr@owanych genetycz-
nie materiatdbw analizowanych w zj liczbie powtérzé. Umazliwia to poréwnanie ze sab
uzyskanych wynikow i wskazanie tych powtarzalnyehvicc najbardziej wiarygodnych.



56 6. Dyskusja

Jednym z typéw populacji mapeych najlepiej nadagych s¢ do osigniecia tego
celu jest populacja rekombinacyjnych linii wsobnydlen rodzaj uznano za najbardziej od-
powiedni do tworzenia map genetycznych o najlepsaajygodndci i precyzji niezalenie
od tego, czysstosowane markery domingg, czy te kodominugce (Ferreira i in. 2006).

Wykorzystywanie do mapowania markerow DArT, samelize¢ lub te wspdlnie
z markerami innego typu, stwarza tiwos¢ uzyskania bardzo silnie zgggczonych i rozbu-
dowanych map. Pierwsza mapda utworzona z wykorzystaniem markeréw DArT (Bokb
-Bragoszewska i in. 2009) jest map najwikszej hcznej diugéci (3144,6 cM) i zawierafa
najwicksz liczbe loci (1818). W poréwnaniu z najdtaza map zyta skonstruowanbez wy-
cia technologii DArT (Bednarek i in. 2003) ggieta ponaddwukrotnie wksz diugaé,
w stosunku z@ado najliczniejszej mapy konsensusowgja (Gustafson i in. 2009) zawiera
ponad 3,5 razy wcejloci.

Mapy skonstruowane w ramach badgpisanych w niniejszej pracy agrety dtugo-
$ci 714-1381 cM przy liczebdoiach 1292-1625 markerév.adna z nich nie doréwnata
wiec pod wzgédem dtugdci i liczebndci markerow tej utworzonej przez Bolibok-
-Bragoszewsk i in. (2009). Powodem mniejszych liczeBoomarkerow na przedstawianych
mapach mogty byostrzejsze kryteria selekcji markerow. W pracysopicej pierwsz mag
zyta, ztavong gtdwnie z markeréw DArT, 663 zmapowane markerylynsggregacje istotnie
odbiegajce od modelu jednogenowego.

Bardzo dug diugci¢ tej mapy Bolibok-Bggoszewska i in. (2009) ttumaczyli ¢dzy
innymi charakterem populacji mapagj. Do jej konstrukcji syto bowiem populacji RIL,
ktora charakteryzuje zwielokrotniona liczba podziatowjotgcznych, a tym samym wksze
czestasci genotypéw pochodzenia rekombinacyjnego w poréitna pokoleniem § Diugo-
sci mapzadnej z populacji RIL omawianych w niniejszej pratg wykazaty takiej prawi-
diowosci. Najkrétsza z map (S) miata diugoprawie dwukrotnie mniejgzod najdiuszej
mapyzyta populacji i mieszaca Ds2x RXL10 (Bednarek i in. 2003). Nieco krotsza od niej
byla take mapa RIL-L uzyskana z tego miesza, mimoze zawierata ponad 2,5-krotnie
wiecej markerow. Wydaje si ze gtowry przyczyry mniejszych diugéci map otrzymanych
w badaniach opisywanych w niniejszej pracy jest iethmy algorytm ayty przy ich konstru-
owaniu. Najdtusze mapy zarowno populacjp Bednarek i in. 2003), jak i RIL (Bolibok-
-Bragoszewska i in. 2009) utworzono zyaiem funkcji najwgkszego prawdopodohistwa
(ang. maximum likelihood a mapy przedstawione w niniejszej pracy powstatyasto-
sowaniem funkcji regresji (angegression mappinjg Program JoinMap z funkgjregresji
podczas ustalania diugm mapy szacuje zataosci miedzy wszystkimi parami markeréw.
Programy wykorzystyge funkcg najwickszego prawdopodohistwa bioa pod uwag tylko
przylegteloci, sumujc dystanse mgdzy kolejnymi parami markerow (Gustafson i in. 2))09
czego skutkiem jest utworzenie dézych map.

Mimo zastosowania jednakowego algorytmu do konsjrudzterech analizowanych
map populacji RIL obserwowano znaczneniée ich diugeéci, pozostajce bez korelacji
z liczbg markerow. Dlusze bylty mapy populacji K i L, krotszesza M i S. Wzrost diugéri
map mae by wynikiem zwkkszonej liczby cykli rekombinacji, a we bardziej zaawanso-
wanego poziomu wsobga populacji RIL — K i L. To wyjdnienie nie ttumaczy jednak
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wszystkich obserwowanych mdic, a szczegoélnie dych dysproporcji w diugiciach po-
szczegolnych chromosomdw na mapacimygéh populacjiNie zawsze bowiem najdtazymi
grupami sprezen byty te z map K i L. Z drugiej strony trudnaztdoszukiwé sie uzalenie-
nia dtugasci mapy od stopnia pokrewistwa linii rodzicielskich, ktore teoretycznie molgio
skutkowa brakiem polimorfizmu w pewnych obszarach genortym samym niewykryciem
ich na konstruowanej mapie. Hipotezie tej przecoyiem porownywalna diugd map
M i S. Obie krétsze mapy utworzono dla populacjpmwadzonych z takich par linii, z kto-
rych jedna charakteryzowataesnajwyzszym (M), a druga (S) napgzym (Mykow i in.
2001, Bolibok-Bagoszewska, informacja ustna¥rod czterech par wspotczynnikiem podo-
bienstwa genetycznegolakze niejednakowa liczeb&é populacji mapujcych nie miata
przetazenia na ranice w dtugdciach omawianych map. Trudno wobec tego wskgedno-
znacznie przyczynich zr@nicowania. Poniewadtugas¢ mapy genetycznej jest pochadn
réznych czynnikéw, wiéciwe wydaje si podegcie przedstawiane przez niektérych badaczy,
wedtug ktorych ta cechgst specyficzna dla konkretnej populacji mapaj i ma znaczenie
drugorzdne w stosunku do pozycji markerow wadgm siebie. Kolejn& loci jest uwaana
za bardziej uniwersadn a tym samym informatywni najistotniejsa whasciwos¢ mapy gene-
tycznej (Korol i in. 2009).

Druga pod wzgédem liczndci grupe markeréw stanowi RAPD. Skuteczndt
w przenoszeniu markerow tego typu c¢dry map pokolenia k i RIL-Fg mieszaca
S120x S76 wyniosta 77,8%. Jest to wynik, ktory moghwjiadczy o poziomie powtarzalno-
sci techniki RAPD, bo odnosi sido tego samego materiatu genetycznego i analizomngyk
wanych w jednym laboratorium.

Poza jakécia mapy sprzzen dla lokalizacji QTL istotne znaczenie ma prawidésev
oceny fenotypowej badanej cechy. Ponigvaaaliza dotyczy cech wielogenowych ozeu
wariancji, wane jest, aby scharakteryzoéveechy, jak najpetniej oddgj ich zmiennéc.

6.2. Metody oceny wczesrsoi

W badaniach zmierzggych do wykrycia QTL genetycy ¢gto poszuku tatwych
sposoboéw identyfikowania fenotypow lub genotypovayH Ellis 1998). W badaniach przed-
stawionych w niniejszej pracy w celu oceny wczdshktoszenia posttono s¢ gtownie ska-
la dziewkciostopniovd, ale sprawdzono tak poziom korelacji tego parametru z dwoma in-
nymi — z terminem ktoszenia i terminem kwitnieniézyskano istots statystycznie ujenmn
zaleznos¢ miedzy dwoma sposobami okitenia czasu ktoszenia (HE, HD), o wadiach od
—-0,87 do -0,91. Warfoi te przewyszaly wszystkie wart@i wspotczynnikdéw korelacji wy-
liczone dla poréwnania oceny cechy zmgch lat z uyciem tej samej metody (skali dziewi
ciostopniowej). Zranicowanie mgdzy wartgciami cechy wynikajce ze sposobu oceny jest
wiec mniejsze i to wynikapce z wptywu czynnikovérodowiska. Jest take mniejsze od td
nic migdzy ocenami terminu kloszenia i terminu kwitniegvieartasci wspotczynnikdw korelacji
wynoszce 0,59-0,72), uznawanychesto za cechy rownowae przy ocenie wczess.
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W literaturze okréa sk termin kwitnienia jako ceeho wysokiej odziedziczalrai,
mimo natury ilgciowej, kontrolowanej przez geny o mniejszych edekt (Kato i in. 2001).
W przypadku pszenicy uzyskiwano wspotczynniki odziezalngci w waskim sensie dla
czasu kwitnienia i dojrzewania w granicach 60-8&§b4dl i in. 2007), a w innych badaniach
dotyczicych terminu kloszenia pszenicy — 94% (Xu i in. 20Badania omawiane w niniej-
szej pracy ukazyjsilny wptyw warunkéw zewgtrznych. Korelacja midzy ocem cechy
u czterech renych mieszacow w trzech lub czterech latach wyniosta niecgj niz 0,77.
Najnizsze wartéci (0,26-0,33) odnotowano dla oceny HE w popul&dj20x S76; wszystkie
odnosity s¢ do zestawig z jedyry ocery z 2007 roku. W tym wariancie éwiadczenia oce-
niono niewiellg liczbe roslin, co bytlo spowodowane splotem niekorzystnychnecalow sro-
dowiska, ktory doprowadzit do ostabienia rozwojwaemnej czsci populacji mapujcej. Ni-
skie wspotczynniki korelacji dla tego powtorzeniajgnwicc takze uzasadnienie w odmien-
nych warunkach zewirznych déwiadczenia w poréwnaniu z innymi latami badRozosta-
le wspotczynniki korelacji wahaty siw granicach 0,42-0,77. Dla poréwnania w badaniach
pszenicy obejmuapych trzy lata uzyskano wyniki w zakresie 0,70—-08@ i in. 2005).

6.3. Metody oceny porastania przethiwnego

Pierwszym aspektem analizy przatvnego porastania jest dobér odpowiedniego pa-
rametru oceny. Za najbardziej wiarygodny wskk tolerancji na PHS uwany jest przez
niektorych autorow parametr Gl, odzwierciedtsj giebokas¢ spoczynku (Shorter i in. 2005,
za: Imtiaz i in. 2008). Przy wyznaczaniu indeksetikdwania ocenia siwymidcone ziarniaki
poddawane prowokacji na szalkach. Ta metoda nigv@lazwic na ocea wptywu na pora-
stanie innych czynnikéw, niezg@anych bezpoednio z ziarniakami, ale wplywgjych na
pochtanianie przez nie wody. Chodzi o parametryyzane z budowkitosa, takie jak stopfe
wyprostowania/ przewieszenia kitosa, jego AMditcey dtugaé osci, a take struktura woskow
epikutikularnych. Istnienie korelacji gdzy wymienionymi cechami a porastaniem omawia-
no w kilku pracach (King i Richards 1984, za: B@a08, King i von Wettstein-Knowles
2000). Te cechy zostapwzgkdnione przy zastosowaniu zraszania catych ktos&@gwio-
nych w pozycji pionowej. Takie wymaganie metodyclery u podstaw wyznaczania wska
nikdw Sl i VI. Oba te parametry sstotnie skorelowane z Gl (Imtiaz i in. 2008).

Poniewa sktonnd¢ do PHS jest zrtnicowana nawet w obbie jednego klosa (Gale
iin. 1987, za: Burt 2008, Munck 1987, za: Burt 8)Qo parametr Sl, oparty na ocenie ca-
tych kiosow, take nie oddaje w peini skali zjawiska. Dopiero oc@uaciniccia poszcze-
goélnych ziarniakow po wymiéceniu z ktosow poddanyghzednio zraszaniu (VI) czyni ana-
lize porastania petniejgz Chocia i ten sposéb nie jest wolny od wad, gdyie pozwala na
wykrycie ziaren, w ktérych proces kietkowania sdzpocat, ale nie jest jeszcze dostrzegalny
gotym okiem. Nasfpnym krokiem mae by ocena aktywn€ei a-amylazy w ziarnach lub
liczba opadania, ale te parametsyj. traktowane jako pwedni sposob analizy porastania.

Kolejnym elementem oceny jest dobér puli genotypéprezentatywnej dla zmien-
nosci cechy. W badaniach opisanych w niniejszej praayimalmg wielkos¢ proby wyliczono
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na podstawie wariancji wada PHS dla czterech linii wsobnyctyta. Chodzito o ustalenie
takiej liczby badanych obiektéw, ktéra oddawatal®jep zakres zmiengoi w danej linii
RIL. Gdyby przyp¢ za dopuszczalny poziomgdiu 5%, liczebn& ta wynositaby 20-48
w zaleznosci od badanej linii. Wyniki uzyskane dla liczby ma w ktosie byty nisze i wa-
haty sk w zakresie 3—11Swiadczy to o dio wickszej zmienngci porastania w poréwnaniu
z liczly ziaren w klosie, ale tak o przypuszczalnie mniejszej precyzji metody oceimy-
skane wyniki wskazygjtez na wptyw wyrownania i homozygotyczéw linii. Dla dwaoch linii,
S120 i S76, charakteryzgiych s¢ wyzszym poziomem wsobso (S i Si6), minimalna
liczebna¢ proby byta nisza (20-23) od ustalonej dla linii M12 i M12bw (48} mniej za-
awansowanych w chowie wsobnym)S.iczbe klosoéw optymala do poprawnej oceny pora-
stania mana zmniejsz§ do 5-13, zaktadag¢ zwickszenie dopuszczalnej granicydd ana-
lizy do 10%.

Zmudny i czasochtonny sposéb analizy PHS w catepfamji mapujcej sprawiaze
trudno spetnd kryterium wymaganej liczebdoi proby, nawet przy zakeniu zwikszenia
dopuszczalnego poziomugbl. Zapewne z tego powodu metodyka adanych zespotéw
zaktadata uycie do analiz porastania niewielkiej liczby ktosd®en i in. (2008), analizag
populacje ki RIL pszenicy, oceniali trzy klosy, Liu i in. (B8) badali po gi¢c kloséw kadej
rekombinacyjnej linii wsobnej, tak pszenicy, a w badaniach ngdem Masojcia i in. (2007)
oceniano po trzy klosy poszczegolnych linii RIL.

Mniejsza doktadn& oceny cechy ma by zrédtem mniejszej precyzji w lokalizaciji
QTL. Czsto stosowanym sposobem na gikgzenie wiarygodrizi wynikow jest hczenie
danych z kilku lat bada Dla wigckszaici genotypow populacji RIL analiza z zastosowaniem
sredniej wartéci ze wszystkich powtorzeoceny porastania obejmowata 17-20 kloséw na
genotyp, a analiza z uwzglnieniem wynikéw déwiadczenia z klosami poddanymi obcoza-
pyleniu 22-25 kioséw na genotyp. Podczas analizy,Qilimo mniejszej liczebrimi prob,
nie zrezygnowano tak z poszukiwania QTL dla poszczegolnych powtdrdeswiadczenia.
Nie mazna bowiem jednoznacznie stwierélzczy zrodiem ré&nic w pozycjach wykrytych
regionow byta losowa zmiens®wynikajaca z bédu metody, czy zmiendé zalezna od wa-
runkow srodowiska. W pewnych warunkach otoczeniazlwee jest bowiem aktywowanie
lub blokowanie dziatania niektérych genéw. Tym samgnaliza przeprowadzona na podsta-
wie wynikéw srednich z ranych lat pozwala z wkszy precyzp zlokalizowa geny aktywne
corocznie, ale ma doprowadz do niewykrycia QTL, ktore ujawnigjswoj efekt fenoty-
powy tylko w okr&lonym srodowisku.

Dotychczasowe analizy QTL porastania przed@nego uzyta prowadzono na pod-
stawie oceny ktoséw poddawanych samozapyleniuskfhy i in. 2004, Masdj i Milczarski
2005, Twardowska i in. 2005, Masgajin. 2007, Masdj i in. 2009, Masdj i Milczarski 2009,
Myskow i in. 2010). W badaniach przedstawionych wejsiej pracy podjo proke ustalenia
wptywu obcozapylenia na ocgporastania i wyniki analizy QTL.

Wprowadzenie tego elementu metodycznego mogtobwploz naswietli¢ dwa aspek-
ty dziedzicznego podia skionngci do porastania. Podatftona porastanie jest wypadkgw
wielu réznych cech, z ktérych ez¢ jest warunkowana genotypengliny matecznej (morfo-
logia ktosa), a a&¢ genotypem réliny potomnej (procesy metaboliczne zachamz w za-
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rodku). Przy analizie materialdw simnych o zaawansowanym poziomie chowu wsobnego
badaniom s poddawane genotypy prawie identyczne. Wprowadzanoezapylenia sprawia,
ze genotyp réliny potomnej ra@ni sie od matecznej. QTL charakterystyczne tylko dla &os
pochodacych ze swobodnego przepylenia mogskazé regiony genomu silniej zaanga
wane w procesy inicjgge kietkowanie przebiegaje w zarodku.

Kolejny aspekt zastosowania obcozapylenia to wpdaenie do badanych materiatow
heterozygotyczrimi, ktora jest dla rédin obcopylnych stanem naturalnym. To pcdeg po-
zwala wec pohczy¢ zalety zaréwno pokoleniayFreprezentujcego szersze spektrum geno-
typow, jak i RIL, co umaliwia powtarzanie analiz dla dgj liczby rglin. Moze to poméc
ujawni loci, ktore niezalenie od uktadu alleli (homo- lub heterozygotycznegoap najsil-
niejszy wptyw na damcecle. Taki typ analizy jest petniejszy, bo obejmujersze tto gene-
tyczne, przez co nme okaza sic bardziej prawidtowy w przypadku lokalizacji QTL.

Rd&znice w ocenie porastania wynikaeg z zastosowania lub niezastosowania samoza-
pylenia wahaly s, w zalenosci od rodzaju testu statystycznego i od materiatdvgranicach
15-32%. Ocenigf populacgg mapugca RIL mieszaéca S12x S76 z uwzgidnieniem jej
podziatu na dwie kategorie, stwierdzono 21% genmtypdla ktérych wykazano istotnez0
nice. W wekszaci przypadkow (100 na 140 w catej populacji i 2638aw grupie z istotnymi
réznicami) obcozapylenie wphgio na zwekszenie udziatu posmietych ziaren. € tendencj
potwierdzito porownanigrednich wartéci cechy dla ranych lat i powtérzé. Najwyzszy
wartaé¢ wykazano dla powtdrzenia z klosami niezabezpiegmdrprzed obcozapyleniem.
Trudno jednak wnioskowao zwickszonej podatnai linii wsobnych poddanych przepyleniu
na porastanie przediwne. To zjawisko mogto ldywynikiem zwikszenia wigoru kietkowa-
nia ziaren o genotypach heterozygotycznych. Komedaytoby wykonanie dwviadczenia
majcego na celu zweryfikowanie wigoru i zdofeokietkowania po okresie spoczynku, co
mogtoby potwierdzi powyzsze wyjdnienie.

Interesugce wydaj sie wyniki pordwnania ocen fenotypowych porastaniamych
lat i wariantow déwiadczeé wykonane dla populacji magpgej. Wsrod wspotczynnikow ko-
relacji najwyszy wartags¢ osagngt ten wykazugcy zalenos¢ miedzy analiza wykonarny
w tym samym roku na ktosach poddanych samo- i adgmgeniu. Wartéé ta byta wysza na-
wet od zalenosci migdzy dwoma wariantami dwiadczenia prowadzonymi w tym samym
roku dla klosow wyicznie izolowanych, ale pobranych z dwéclnygch stanowisk. To
wskazywatoby na mniejszy wptyw na oeetechy sposobu zapylaniaska niz innych czyn-
nikow srodowiska.

6.4. Lokalizacja QTL wczesndci
6.4.1. Wprowadzenie

Analiza QTL z wykorzystaniem map genetycznych eatbrpopulacji mapagych po-
zwolita na wykrycie regionéw zwranych z kontr@l wczesnéci kloszenia na wszystkich
siedmiu chromosomach. Potwierdza to wielogenowyaitiar cechy wykazany u pszenicy
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I jeczmienia, a take pozwala uzyskapetniejszy obraz obszaréw genounwia kontrolugcych
wczesnecd.

Dotychczas na mapactyta lokalizowano geny zwtane z terminem kloszenia lub
kwitnienia na chromosomach: 2R (Borner i in. 206@rzun i in. 2001), 4R (Mas6j
I Milczarski 1999), 5R (Plaschke i in. 1993, Bormémn. 2000, Korzun i in. 2001), 6R (Stoja-
towski i Lapinski 2002) oraz 7R (Borner i in. 2000, Korzun i 2001, Stojatowski i Lamiski
2002). Nie odnotowano jak dat QTL wczesnéci w pierwszej i trzeciej grupie sgrzen.

6.4.2. Geny odpowiedzi na wernaliza¢j chromosom 5R

Gtéwne geny warunkdgge reakgj roslin na wernalizag znajduj sie w piatej grupie
homeologicznych chromosoméw pszeni@gzmienia izyta (Law 1966, De Vries i Sybenga
1984, za: Plaschke i in. 1993, Laurie i in. 199dutie i in. 1995, za: Laurie 1997, Nelson i in.
1995, Snape i in. 2001, Whitechurch i Snape 20@@ntova i in. 2006). W badaniach oma-
wianych w niniejszej pracy chromosomom 5R okazat wsyjatkowy pod wzgédem li-
czebndci wykrytych loci badanych cech ifgiowych. Na zagszczonych mapach trzech po-
pulacji RIL wykryto zaledwie po jednym QTL wczesooktoszenia. Nie udato siwykaza&
homologii medzy tymi regionami. Trudno jednak prazdza, ze s to rzeczywidcie nieza-
lezne obszary genomu ze wegdl na znaczne niezgodimow kolejnaici markerow tej grupy
sprzzen u rznych mieszacow (rys. 5).

W badaniach Masojcia i Milczarskiego (1999) dotyyzrh QTL wczesngxi klosze-
nia na mapie populacji DsZRXL10 w pokoleniu E wykryto na chromosomie 5R region
oznaczony jak#dd2. Krzywa istotngci tego QTL osigata maksimum w punkcie odpowiada-
jacym markerowi RFLP psr426 co wskazuje pwednio na zwjzekHd2 z genenSpl(Pla-
schke i in. 1993), nalgcym do grupy gendéw kontrolgych wraliwos¢ na wernalizag,
oznaczanym obecnie jakérn-R1 (Efremova i in. 2006)Psr426 na mapie F PxMK byt
markerem najsilniej spgzonym z Spl(Plaschke i in. 1993). Brak na mapie RIL populacji
Ds2x RXL10 locus Xpsr426oraz zaburzone kolejga markeréw w poréwnaniu z map-
nie pozwalaj na okrglenie, czyQHe5R-L1jest homologiczny da#id2 i jednoczeénie Vrn-
-R1 Natomiast uktadoci na mapie populacji S120S76 pozwala przypuszazaze QHe5R-
-M1 stanowi region, w ktérym jest zlokalizowalocustozsamy zVrn-R1 Ten QTL znajduje
sie bowiem médzy markerend508460a XAmy3n2 Marker DArT, wspolny dla map RIL-L
i RIL-M, na mapie RIL-L gsiaduje zXapr5ni a ten z kolei na mapie, Fpopulacji
Ds2x RXL10 jest sprgzzony zpsr426

Wykrycie QTL, ktérego pozycja odpowiada genowi ghi@mu, nie jest zjawiskiem
wyjatkowym. Niektorzy badacze postuupe wiele, o ile nie wszystkie, QTL i geny gtdwne
sa tylko allelami tych samycloci (Robertson 1985, za: Borner i in. 1998). Argumentea
poparcie tej hipotezy byto na przyktad mapowanieLQuysokdsci roslin u ryzu. Pozycje
wickszaici QTL ustalane dla populacji niezdicowanych pod wzgtlem gtéwnych genow
wysokaici byty zgodne z lokalizacjami gendéw kartowsétbi potkartowatdci (Huang i in.
1996). Podobsm prawidtowa¢ obserwowano w odniesieniu do genu kartoweito QTL wy-
sokaici roslin u zyta (Borner i in. 2000, Korzun i in. 2001, Milczkr2010).



62 6. Dyskusja

Wykrycie QTL wczesngri kloszenia zawieragego geny odpowiadgje za reakej
na wernalizag jest wec mazliwe mimo wykorzystania w badaniach materiatéw mtga-
mym typie rozwoju (obie linie rodzicielskie byly ioze). Jest wic prawdopodobneze
QHe5R-M1zawieraoci zwigzane z wraliwoscig ha okres zimowych chtodéw.

6.4.3. Geny odpowiedzi na fotoperiod, chromosom 2R

Gtéwneloci warunkugce odpowied na fotoperiod zmapowano na krétkim ramieniu
drugiej grupy chromosoméw pszenicy (Law i in. 1988arth i Law 1983, Islam-Faridi i in.
1996, Cockram i in. 2007, Lewis i in. 2008, Linni. i2008) i ¢gczmienia (Laurie i in. 1994,
Laurie i in. 1995, za: Laurie 1997, Snape i in. 200in i in. 2008). Obecnie przyjmujecsi
jako oznaczenia tych genéw symbokpd-Al Ppd-Bl Ppd-D1i Ppd-H1 Podobnie jak
w przypadku gendéw reakcji na wernalizadakze dlaloci reakcji na fotoperiod wykrywano
QTL wczesnéci w odpowiadajcych im obszarach (Xu i in. 2005, Kuchel i in. 208&cca-
feri i in. 2008).

Poréwnanie mapegzmienia i pszenicy zytnimi w rejonie genlPpd jest maliwe je-
dynie dzeki obecndci loci Xpsr109i Xpsr666(Laurie 1997, Worland i in. 1998) na mapie F
mieszaca Ds2x RXL10 i sprzzonych z nimiloci RAPD —Xapr2n5i Xapr2nl10(Bednarek
iin. 2003). Wymienione markery RAPDy gakze obecne na mapie RIL-L, majednak
wzgledem siebie odwrdcone pozycje i dzieli je;kszy dystans. Przez to nie ama rozstrzy-
gmaé, czy i ktéry z peciu QTL wezesnéci (QHe2R-LEQHe2R-LY moze stanowd rejon za-
wierajgcy geny odpowiedzi na fotoperiod.

Z wigckszym prawdopodobfsstwem mana uzné za tzsamy z regionem kontrohy
cym wczesn& per se(Laurie 1997)locus QHe2R-L7Jest on bowiem spgzony z marke-
rami Xpsr130i Xapr2nll stanowacymi punkty wspélne wymienianych powugj map.

U zyta zmapowano dotychczas QTL wczesmdkwitnienia (Gg/Ff) na chromosomie
2R, w pobliu locuspsr609(Borner i in. 2000). ObecK6 sprzzonego z nimocus Xapr2nl
zarowno na mapiezFak i RIL mieszaca Ds2x RXL10, pozwala przypuszczaze QHe2R-
-L9 wykryty na mapie RIL-L mge by regionem homologicznym do znanega wiczeniej
QTL Gg/Ft

Duza liczba QTL na chromosomie 2R mapy RIL-L (dzigiyiwyrdznia sk na tle in-
nych map. Analizy cechy u pozostatych trzech migsaa pozwolity na zmapowanie trzech—
czterech regionéw. Sama mapa 2R populacji RIL-L fekze znacznie ditsza od pozosta-
tych (rys. 2). Tak liczna reprezentacja QTL zaavynika z charakteru populacji mapggj
(odrebnej pochodzeniowo od trzech pozostatych). Dziéwegionow zawieragychloci de-
terminupce termin kloszenia nie wydajes diczbg wyjatkowo duzg w zestawieniu z wynika-
mi uzyskanymi dla linii DH u pszenicy (Hanocq i 2003, za: Hanocq i in. 2007). Na chro-
mosomach 2B i 2D zmapowano, odpowiednio, 21 i 28 @€zesndci.
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6.4.4. QTL wczesnéci zidentyfikowane uzyta, chromosomy 4R, 6R, 7R

Chromosom 4R

U zyta na czwartym chromosomie zmapowano QTL wczasnktoszenia Kd1)
w populacji B mieszaca Ds2x RXL10 (Masog i Milczarski 1999). Byt on sprzony z matr-
keremXpsr681 Na mapie RIL-L nie zlokalizowano tego markera amapowano dwa flan-
kujace go markery RAPD Xapr4n3i Xapr4nd Pozwala to przypuszozaze loci Hdl
I QHe4R-L1s3 ze sol tozsame. Za takhipotez przemawiaj tez parametry obu QTL. Wia-
rygodna¢ QHe4R-L1potwierdzita m¢dzy innymi liczba powtorae w ktorych zostat wy-
kryty — pk¢ razy w populacji L i dwa razy w populacji S (jakiHe4R-S)L Poziom istotn£ci
tego QTL we wszystkich wariantach przekraczat 2&0y jednym z powtérzewyniost a
5,57. Ta warté LOD byta najwysza wrod wszystkich uzyskanych dla QTL wczestio
Hd1 zmapowany w pokoleniu,Rakze charakteryzowat bardzo wysoki poziom LOD (8,4).
ParametryR® oshgnely wartcici do 25,4 na mapie RIL i 32,8 na,Rllel z& warunkugcy
przyspieszenie kitoszenia w obu przypadkach pochodzlinii RXL10 i sita jego dziatania
wynosita okoto jednego stopnia (MasojMilczarski 1999).

Pozostate regiony wykryte na mapach chromosomu dulpcji RIL wykazywaty
nieco stabsze efektyzaden nie zostat wytypowany w ggiej niz jednym powtorzeniu.

Chromosom 6R

Prawdopodobs lokalizacg QTL terminu ktoszenia na chromosomie 9Ra odnoto-
wano dla populacji Fmieszaca 544x Ot0-20 (Stojatowski i Lapiski 2002). QTL zmapo-
wano w grupie spkzen ztozonej z dwoch markerow, z ktorych jedgnmi39-750= Xaprénl)
zlokalizowano take na szostym chromosomie w populacji B$2XL10 zaréwno pokolenia
F,, jak i populacji RIL. W odlegkri niespetna 2 cM o&aprénlna mapie RIL-L znajduje
siec marker DArT —d401305c6R Ten locus w populacji RIL-S okréono jako najsilniej
sprzzony z QTL terminu kwitnieni®Ft6R-S1 Pojawit s¢ takze na mapie populacji RIL-K
w bliskim gisiedztwie QTL wczesrigi kloszeniaQHe6R-K1 Jego obecridé w tych regio-
nach sugerujeze mog to by obszary potwierdzage lokalizact loci kontrolugcych wcze-
snas¢, wykrytych uprzednio u mies#aea 544x Ot0-20.

Chromosom 7R

Czwarty i zarazem ostatni z QTL czasu kwitnienipisany przez zespét Bornera
(2000), zmapowano na sibdmym chromosomie. Choeiezeniej u gczmienia i pszenicy
w siodmej grupie obserwowaraci zwigzane z odpowiedzina wernalizagj i/lub wczesng&é
per se autorzy uznali ten obszarzyta za zwizany z reakej na fotoperiod. Wykryto go bo-
wiem tylko w warunkach dtugiego dnia i nadano muaxzenieN/Long photoperiod flower-
ing time Zajmowat weksz czes¢ chromosomu, boza97 cM, a punkt odpowiadggy mak-
simum krzywej istotnéci QTL zlokalizowano w pobhu markeraXpsr59 sprzzonego z in-
nym markerem RFLP Xpsr303 Ten ostatnilocuszmapowano tate na mapie Fmieszaca
Ds2x RXL10 w ssiedztwie Xapr7n6 (Bednarek i in. 2003). ObecfioXapr7n6 na mapie
RIL-L, w odlegtasci okoto 2 cM odQHe7R-L1 pozwala przypuszcéaze ten QTL jest to-



64 6. Dyskusja

samy zN/Long photoperiod flowering timé&okalizacjaXapr7néwskazuje take na analogi
omawianego regionu z QTL terminu kltoszenia wykrytwninnej populacji mapygej zyta
(Stojatowski i Laphski 2002).

Dlugos¢ QTL zidentyfikowanego przez Boérnera i in. (2000ysruje obecnid w tym
rejonie wecej niz jednegolocus kontrolupcego ceclh Nie mana wykluczy, ze na tym
chromosomie znajdgjsie geny wszystkich trzech typow kontroli przechodaemglin z fazy
wegetatywnej do generatywnej, acwizwigzane z reakgjna fotoperiod i wernalizagjoraz
gen wczesrgei per se Najprawdopodobniej stan mapy zespotu Bornera@R@@® pozwalat
na wyodebnienie r@nych w istocie QTL. Potwierd&ito mog przedstawione tu wyniki ana-
lizy QTL wczesnéci na chromosomie 7R. Na #@ej z czterech map populacji RIL wykryto
po trzy regiony zawierageloci wczesnéci. Laczna dtugéc fragmentu chromosomu, liczona
od kaicow proksymalnego i dystalnego skrajnych QTL,zadnej z map nie przekroczyta
diugcéci 97 cM (wynosita na kolejnych mapach: 93, 26,i32 cM). Wszystkie te regiony
mogty wiec odpowiadé pozycji pojedynczego QTL (Bdrner i in. 2000), atady rozrgnione
dzieki wickszej rozdzielczéri silnie zagszczonych map populacji RIL.

6.4.5. Nowe QTL wczesnii u zyta, chromosomy 1R i 3R

Nie stwierdzono jak datl u zyta obecnéci genodw i QTL wczesrigi na chromoso-
mach 1R i 3R. Jednak badanigzmienia i pszenicy wskazywaly na zaargmanie loci
Z tych grup sprzen w kontrok zmiany faz rozwoju rdin. W pierwszej grupie chromoso-
mow wykrywanoloci warunkugce wczesn&, zalezne od fotoperiodu, a tak niezwiyzane
z reakcy na temperatyr czy swiatto (Suarez i in. 1996, za: Worland i in. 19%&w i in.
1998, Buck-Sorlin i Bérner 2001, Kikuchi i in. 200Najlepiej poznanyniocus zwigzanym
z wczesngcia per sejestEpsA™, zmapowany w genomie pszenicy diploidalnej (Bakri in.
2002, Vdlarik i in. 2006, Lewis i in. 2008, Farikelin. 2010). R6wnie na chromosomach
3A i 3D lokalizowandoci zwigzane zarowno z odpowiedzna fotoperiod, jak i z wczesno-
$cig per se(Zemetra i Morris 1988, Miura i in. 1999, Valaiikn. 2006, Cockram i in. 2007,
Lin i in. 2008).

W badaniach tu omawianych na chromosomie 1R zmapowa trzy QTL w popula-
cji RIL-K i RIL-L oraz po pk¢ regiondw w populacji RIL-M i RIL-S. Na tej ostagjimapie
trzy QTL zawierahyloci kontrolupce termin kwitnienia, dwa Za- wczesn& kioszenia. Po-
niewaz czes¢ QTL stanowity fragmenty chromosoméw wspdlne dladdiwv lub trzech mie-
szacow, hcznie wykryto najprawdopodobniej 10zriych obszarow. Istnieje prawdopodo-
bienstwo, ze ktory z nich stanowi rejon synteniczny do wykrytych wgamio u pokrewnych
gatunkéw. Wekszaici nie mazna byto poréwné ze wzgédu na brak informacji o markerach
mogacych poshtay¢ za punkty odniesienia na mapaebzjmienia, pszenicyiyta.

W trakcie bada przedstawionych w niniejszej pracy petdj proke lokalizacji na ma-
pachzyta markeréw spkzonych z pszenicznynocusEpsA™l (Valarik i in. 2006). Udato si
to jedynie w odniesieniu do markexavg241 zmapowanego w dystalnejesezi dtugiego ra-
mienia chromosomu 1R, a @ prawdopodobnie w obszarze homeologicznym do tego
z T. monoccoccumPowyej omawianego markera, w odleggo okoto 9 cM, wykryto QTL
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wczesndci, oznaczony jak@QHelR-M5(rys. 1). Nie daje to jednak pewdwd co do lokaliza-
cji w tym rejonielocushomeologicznego dgpsA'l, poniewa ten byt zlokalizowany dystal-
nie, a nie proksymalnie w stosunku Xwg241(Valarik i in. 2006).

W pozycji proksymalnej dXwg241 lecz oddalonej o ponad 60 cM zmapowano na
chromosomie 1Herzmienialocusodpowiedzialny za reakena warunki fotoperiodu Ppd-
-H2 (Laurie i in. 1995, za: Laurie 1997). Byt on zlikawany medzy markeramipsrl62
abcd304 Na mapach RIL-K i RIL-M, na ktérych byt obecny rkar Xbcd304 wykryto po-
wyzej niego regionyQHelR-K3 QHelR-M4 By¢ maze @ to QTL odpowiadajce Ppd-H2

Podobnie jak we wcZaiejszych badaniach wczesigou zyta, rownie w badaniach
omawianych w niniejszej pracy nie wykryradnego QTL regulggego HE na mapie chro-
mosomu 3R populacji RIL-M. Natomiast u miesea RIL-S zlokalizowano trzy regiony (je-
den warunkujcy HE i dwa kontrolujce FT), a u pozostatych dwoch — pedpiegiondw, za-
wierajgcychloci zwigzane z wczesnioig kloszenia. QTL z trzeciej grupy spren nie udato
si¢ poréwn& z wynikami analiz prowadzonych u innych gatunkéalemcych doTriticeae
ze wzgedu na brak informacji o markerach wspolnych diangezh map.

6.5. Najwazniejsze QTL wczesnéci

Wiele loci wczesnéci z chromosomow 1R i 3R, mimo niewykrycia we WgHej-
szych badaniach zyta, charakteryzowato sipowtarzalnécia i wysokimi wart@gciami para-
metréw opisujcych QTL. Poziom LOD powaej 4,0 uzyskano ogotem dla dziewiu regio-
néw, w tym dla trzech z grup spren 1R i 3R:QHelR-M2"”, QHelR-M3 i QHe3R-S2War-
tosci R? powyzej 20% osigreto 13 QTL, w tym 3 z chromosomu 1R i 5 z 3@HelR-L1,
QHelR-L2 QHelR-L3, QHe3R-L1, QHe3R-L2, QHe3R-L4, QHe3R-L5 i QHe3R-SP
QTL, ktorych allele podnosity lub obraty wartgi¢ cechy w przyblieniu o jeden—dwa stop-
nie w skali oceny wczesid, to: QHelR-L1, QHelR-L2, QHelR-L3, QHe3R-L1, QHe3R-
-L2, QHe3R-L3i QHe3R-L4. Zestawienie obszarow genomu, ktére wykryto wdiaknapo-
wania CIM co najmniej trzykrotnie, przedstawia taf.

Wsréd siedmiu QTL, ktorych lokalizagjmazna uzné za potwierdzenie wczeiej-
szych bad& najbardziej znaegze wydag sic by¢ regiony z grup 4R i 6R (tab. 21pHe4R-
L1 wysgpit w siedmiu powtorzeniach (dwukrotnie jakgHe4R-S), a QHe6R-K1dziewk-
ciokrotnie (trzykrotnie jakdQFt6R-S1 raz jakoQHe6R-M). Najbardziej powtarzalnici,
wyznaczone w siedmiu wariantachsdoadcze, o lokalizacji prawdopodobnie wykrytej po
raz pierwszy, pochodzity z chromosomu 1R i 2R (24h).

“Pogrubion czcionk oznaczono regiony, ktére wykryto co najmniej dvaikie.
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Tabela 21. Zestawienie najwaejszych QTL warunkuaiych wczesn& ze wzgédu na licz-
be powtdrzé, w ktorych zostaly wykryte

Liczba powtd-
rzen ogotem
(w czterech
populacjach)

3 - - — -

Obecnd¢ a>0,9
nainnych| LOD >4 | R>20% lub
mapach a<-0,9

QTL

QHelR-K3, QHelR-M4,
QHelR-S2

QHelR-L3, QHelR-M2,
QHelR-S1

QHelR-M1, QHelR-K1
QHelR-M3

QHe2R-L5

QHe2R-L6, QHe2R-M2
QHe2R-M1, QHe2R-L4
QHe2R-S1, QHe2R-L8
QHe3R-L1, QHe3R-S1
QHe3R-L2, QFt3R-S1
QHe3R-L4

QHe3R-L5, QHe3R-K3
QHe4R-L1, QHe4R-S1
QHebR-K1, QHe6R-M1,
QFt6R-S1

QHebR-K2

QHe6R-L1, QHe6R-K3,
QHe6R-M2, QHebR-S1
QHebR-L2

QHe7R-K1, QHe7R-S1
QHe7R-L1, QHe7R-M2
QHe7R-M1

I
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6.6. Zaleznosé miedzy wczesnécig kloszenia a terminem kwitnienia

Poréwnanie wczeskoi kloszenia i terminu kwitnienia, ocenionych wech kolej-
nych latach dla miesaaa 541x 2020LM, wykazato korelagjna poziomie 0d0,65 do-0,72.
Mozna uzna te wartgci za wysokie, zwaywszy,ze w wyniku poréwnanidrednich wartéci
wczesndci ktoszenia w poszczegolnych populacjach magpgh w r@nych latach bada
uzyskano wartéci wspotczynnikow korelaciji wahgge sé w granicach 0,42,77.

Analiza QTL przeprowadzona dla miegza 541x 2020LM pozwolita nha wykrycie 15
regionow zwizanych z kontral wczesnéci ktoszenia i 6 regulgpych termin kwitnienia. Na
mapie tej populacji pokrywatacsjedynie lokalizacjgQHe7R-S4 QFt7R-S1z chromosomu
7R. Regionami zawieragymi loci warunkugce zarowno kwitnienie, jak i kloszenie bytyte
dwa QTL terminu kwitnienia mage swoje odpowiedniki na mapach innych populacji.
QFt6R-S1byt tozsamy z regionamHe6R-K1li QHe6R-M1(rys. 6), aQFt3R-S1z QHe3R-
-L2 (rys. 3). W wyniku analizy statystycznej istofnbzwiazku cechy z segregacjami po-
szczegolnych markeréw molekularnych (tE$tstwierdzonoze fgczna liczbaoci istotnych
jednoczénie dla obu cech wyniosta 193, acwi67,5%loci wykrytych dla czasu kwitnienia.
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Wyniki te wskazuj, ze maze istni€ czesciowa wspotzalenos¢ genetycznej kontroli
procesu ktoszenia i kwitnienia. Intereseg jest,ze niewielka liczba pokrywagych s¢ QTL
kontrolugcych HE i FT nie odzwierciedla wysokiego wspoétcziwankorelacji me¢dzy obie-
ma cechami. Prawdopodobnie licAbai warunkugcych rozpoczcie kwitnienia jest mniej-
sza nt tych odpowiadajcych za wyktaszanie iroslin. Liczba QTL kontrolugcych HE
znacznie przewssza liczle wykrytych regionow zawieragych loci regulupce FT. Liczba
markeréw istotnych dla terminu kwitnienia wykryta wyciem testuF w populacji
541x 2020LM takee byta mniejsza niliczba loci wczesnéci ktoszenia w poszczegdlnych
populacjach. Trudno zné&ilé& potwierdzenie tej prawidtovéoi w literaturze, bo obie cechy s
przewanie traktowane jako rownowae i oceniane zamiennie. Wymagaitoby tozéalery-
fikacji w populacjach innych miesgedw zyta.

Ciekawe wydaje siwykrycie regionow kontrolagcych termin kloszenia identycznych
z QTL terminu kwitnienia na mapach innych populgegy jednoczesnym braku tych regio-
néw na mapie 544 2020LM. Mogtoby toswiadczy o obecnéci w obrbie jednego QTL
odrebnych loci warunkugcych obie cechy, wykazagych sprzzenie, nie z& pojedynczego
genu o dziataniu plejotropowym. Wowczas polimorfisnbocusHE umaliwiajacy wykrycie
QTL nie musi §¢ w parze ze zrmicowaniem allelicznym gendéw FT, przez co te poajgst
niewykryte. Inm mozliwoscig jest wpltyw czynnikéw srodowiska, niwelujcy réznice
w dziataniu pojedynczego genu o efekcie plejotropowna oba procesy zalee od siebie,
ale zachodgce z przesugciem czasowym.

6.7. Lokalizacja QTL porastania przedniwnego
6.7.1. Wprowadzenie

Podobnie jak w populacji 5410t1-3zyta (Maso§ i Milczarski 2009), na mapie mie-
szaca S12x S76 wykryto QTL przethiwnego porastania na wszystkich siedmiu chromo-
somach. Razem zlokalizowano &ici, z czego pozycje 11 potwierdzono w co najmniej
dwoch wariantach dwiadczenia. Ogolna liczba QTL jestiduwyzsza od tej opisgge] OTL
wykryte na dotychczas opublikowanych mapach, nastriczba regionéw, ktérych lokali-
zacja powtorzyta si przynajmniej dwukrotnie, jest rowna odnotowanej populacji
541x Ot1-3 (Masa§ i Milczarski 2009). Zdecydowanie mniej obszarowntolujacych pro-
ces porastania, bo tylkogdi zmapowano u miesaea Ds2x RXL10 (Masof i Milczarski
2009) i jeszcze mniej, bo zaledwie trzy, wykryto naapie pokolenia F mieszaca
S120x S76 (rys. 8) — Mgkow i in. 2010.

Wytlumaczeniem tej dysproporcji e by stopiéd rozbudowy mapy populacji RIL.
Mierzy ona 962 cM, ma wc prawie dwukrotnie wksz diugai¢ | zawiera ponad 9,5 razy
wiecej markerow od mapy pokolenia fMyskow i in. 2010). Dodatkowe wy§aienie stanowi
wigksza liczba powtorzeocen fenotypowych, co zgkiszylo szanse na wykrycie zmiesnob
wynikajacej z reakcji ranych gendéw w odpowiedzi naate warunkrodowiska.

Precyzyjne poréwnanie pozycji QTL na omawianej reagpmap pokolenia ki z ma-
pami innych mieszaow jest utrudnione z powodu braku punktow odnigaieczyli markerow
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wspolnych dla porownywanych map w regionach obejoygh QTL albo ze wzgbu na
zmienione pozycje tych markeréw.

6.7.2. QTL porastania znane z mapy Fpopulacji S120x S76

Chromosom 3R

Przyktadem wptywu ranic w kolejngci markerow na ocentozsamdaci QTL jest sy-
tuacja w trzeciej grupie spyzen (rys. 8). Fragment chromosomu 3RL mapy pokolenia F
zawierat markeryXpr877_600 Xpr261_690Xpr665_ 420G Xis09_500QTL oznaczony jako
Phslobejmowat dwa ostatnie markery (Ekpw i in. 2010). Na mapie populacji RIL zlokali-
zowano trzy z wymienionych markerow, ale w odmignkelejnasci: Xpr877L600
Xpr665L420i Xpr261L690 W poblizu tych markeréw zmapowano dwa QTL porastania.
QPhs3R-M3byt ulokowany nieco ponej markeraXpr877L600 a QPhs3R-M4obejmowat
markerXpr261L690 Xpr665L420znajdowat si miedzy dwoma omawianymi regionami i nie
byt wiagczony dozadnego z QTL. Brak zwzku tego markera z cegh odmienne lokalizacje
markeréw wspolnych dla obu map nie pozwalajzeadza o tazsamdaci QTL znajdugcych
siec w podobnym obszarze mapy chromosomu 3R. Bgwzrestank do wnioskowania o to
samdaci QPhs3R-M4i Phsl moze stanowd potazenie Xpr261L690w obrbie tego pierw-
szego i w bliskiej odlegkei od QTL z mapy k Dodatkowym argumentem przemaw@jm
za t koncepcy maze by takze powtarzaln& lokalizacji QPhs3R-M4 ktory zostat wykryty
w trzech wariantach dwiadczenia. Drugi z omawianych regionéw oraz troygstate QTL
porastania z mapy 3R populacji RIL pojawitg $ylko jednokrotnie. Istnieje jednak Ao
wos¢, ze jeden z dwéch pierwszych region6@Rhs3R-M1 QPhs3R-M2 odpowiada QTL
porastania QPhs.3R.2 i/lub a-amylazy QAA.3R.2 z mapy miesz&a 541x Otl-3, cz-
sciowo pokrywajcym sk ze sob, a zmapowanym na pagku krotkiego ramienia (Masoj
I Milczarski 2009).

Chromosom 5R

Lokalizacja QTL na chromosomie 5R budzi mniejszg¢phwosci (rys. 8). Co prawda
QPhs5R-M2byt wynikiem pojedynczej oceny z 2007 roku, alggdokalizacja w pobhu
Aamy3n2pozwala sdzi¢, ze jest to region tesamy z ktorym z juz wykrytych na innych ma-
pach. W pobliu genuAmy3lokalizowano QTL porastania zarbwno na mapie pehial F
mieszaca S12k S76 —Phs2(Myskdw i in. 2010), jak i na dwdch innych mapagha (Ma-
sok i in. 2007, Masdj i Milczarski 2009). Omawiane regiony znajdowaly sieco powyej
lub ponizej Aamy3n2 Na chromosomie 5R z mapy populacji RIL mieégzaS120< S76 wy-
kryto jeszcze jeden QTL, o ktoérego poprawnej latadji maze swiadczy dwukrotne poja-
wienie s¢ dokfadnie w tym samym regionie. Obeéh@TL kontrolupcych PHS w podob-
nym obszarze (w proksymalnejeszi chromosomu) odnotowano takna mapie miesaaa
541x Ot1-3 (Maso§ i Milczarski 2009).
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Rys. 8. Schemat lokalizacji QTL porastania na mdlle (szare prostaity) i F, (biate pro-
stolaty) populaciji M z zaznaczonymi obszarami (elipsy)ktorych wykrywano QTL
porastania lub/i aktywrigi a-amylazy na innych mapadyta (Maso§ i in. 2007, Ma-
soj¢ i Milczarski 2009)

Chromosom 6R

Ostatni z wykrytych na mapie; fnieszéaca S120< S76 regionow zwizanych z kon-
trolg porastania byt zlokalizowany w grupie 6R (rys. 8a mapie populacji RIL zlokalizo-
wano na szostym chromosomie cztery QTL porastai@den z nich nie zostat potwierdzony
w dwdch powtérzeniach. Brak wspdlnych markeréw waananych obszarach obu map nie
pozwala stwierdzi ktory z QTL jest odpowiednikiem wykrytego uprzémima mapie
Zaden z czterech regionéw raczej nie odpowiada poay©@QTL z diugiego ramienia chro-
mosomu zlokalizowanych na mapach %42t1-3 i Ds2x RXL10. Natomiast prawdopodobna
jest homologia midzy QPhs6R-M1a QPhs.6R.2Z mapy 54Xk Ot1-3, poniewa oba regiony
zajmup podobny obszar w proksymalnegéei chromosomu (Maséji Milczarski 2009).
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6.7.3. QTL porastania niewykryte na mapie E populacji S120x S76

Chromosom 1R

Mapa chromosomu 1R populacji RIL miesza S120« S76 stanowita podstawdo
lokalizacji najwekszej liczby regionéw zwzanych z kontral sktonndci do porastania. Wy-
kryto ich & siedem, z czego trzy wysglity przynajmniej w dwéch powtérzeniach. Dotych-
czas donoszono o obeawdna pierwszym chromosomigita dwoch QTL:QPhs.1R.2na
1RS iQPhs.1R.Ina 1RL (Masdj i in. 2007, Masqj i Milczarski 2009). Pierwsze cztery QTL
(jesliby liczy¢ od pocatku krotkiego ramienia chromosomu) z mapy omawigrapulaci
RIL pojawity sk jednokrotnie. Nie mana wykluczy, ze jeden z trzech pierwszych odpo-
wiadaQPhs.1R.Zz map 54k Ot1-3 i Ds2x RXL10. Natomiast w granicach i w bliskim-s
siedztwie QPhs1R-M4znajduj sie dwa markery DArT, ktoreasiadup takze z Xscm107
z mapy 54X Otl1-3, ktory to marker znajdowatest kolei powyej QPhs.1R.Ina mapie k-
mieszaca 541x Ot1-3. Maze to pdrednio wskazywéana zwizek tych regionow.

W granicach trzech nagnych QTL z mapy 1R populacji RIL miesza S12k S76
nie udato sj znale¢ markerdw, ktore pozwolityby bezgp@dnio wskazéaich odpowiedniki
na innych mapach. Na dtugim ramieniu chromosomuwRrywano jednak ja wczeniej
QTL kontrolugce PHS (Masdji in. 2007, Masdj i in. 2009, Masdj i Milczarski 2009).
O wiarygodnéci przedstawianych QTL z 1Ri&wiadczy liczba powtorze w ktorych znala-
zty potwierdzenie. Wszystkie trzy zmapowano na pawlee danych zacznej oceny ze
wszystkich lat bada LokalizacjaQPhs1R-M5powtorzyta s¢ dwukrotnie, QPhs1R-M6—
trzykrotnie,QPhs1R-M7za$ — a picciokrotnie. Najbardziej dystalnie usytuowany regabra-
rakteryzowata dodatkowo wysoka waitoLOD i R?. Z pewnym prawdopodohistwem
mozna stwierdzi, ze ten QTL pokrywa giz regionemQAA.1R.3 regulugpcym aktywnd¢
a-amylazy, ktory jest zlokalizowany w koowej czsci 1RL (Maso§ i Milczarski 2009).

Chromosom 2R

Na chromosomie 2R zmapowanosze&c regiondw kontrolujcych porastanie. Na do-
tychczas opublikowanych mapaekta odnale¢ mozna jeden QTL porastania i jeden po-
krywajacy sk z nim QTLa-amylazy na 2RS (Masbj in. 2009, Masdj i Milczarski 2009)
oraz dwa QTL porastania na 2RL, z ktorych jederrdakykazywat wspoly lokalizacg
z QTL aktywndgci a-amylazy (Masdqj i Milczarski 2009). Nie mzna okrdli¢, czy ktérykol-
wiek z QTL wykrytych u mieszaea S120« S76 odpowiada tym z map innych populaciji.
Z dwzym prawdopodobigstwem mana jednak stwierdzj ze QPhs2R-M3pokrywa s¢
z regionem na mapie;Fzawierajcym QTL zwhzany z regulagj aktywnaci a-amylazy
(Myskow i in. 2010).Swiadczy o tym lokalizacja w tym obszarze mapy thzeespolnych
markeréw: Xpr181L1200 Xscm031i Xscm032 To kolejny dowdd wspoétzateosci niekto-
rych rejonbw genomu odpowiadaych za kontral aktywndci a-amylazy oraz przeshiw-
nego porastania, wykazanych w badaniach Masoj®fldzarskiego (2009). Co ciekawe,
QPhs2R-M3ktorego obecrixi na mapie fnie wykazano bezgeednio jako QTL kontrolu-
jacego PHS, mimo oceny dwéch pokol@ i F3), na mapie populacji RIL zostat potwier-
dzony dla trzech wariantéw oceny fenotypowej. Bygtgednak ocena z jednego roku bada
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oraz dwie oceny z zestawiiganych ze wszystkich lat (w wariancie z klosanmegai obco-
zapylonymi). To dowodzize wykrycie wszystkich regionéw zawiegaych loci cech ilo-
sciowych o tak ztaonych mechanizmach kontroli jak w przypadku PHS agm wielokrot-
nych powtorza.

Pozostate QTL z drugiego chromosomuwztakvykazywaty dug stabilng¢ w réznych
powtorzeniachQPhs2R-M4i QPhs2R-M5wykryto dwukrotnie,QPhs2R-M2za& az pigcio-
krotnie. Jedynie lokalizacjQPhs2R-M1i QPhs2R-M63nie udato si potwierdzé. Za to
QPhs2R-M1byt jednym z dwéch QTL porastania, ktore charaktewaly najwysze warto-
ici zaréwno LODR?, jak i a.

Chromosom 4R

Spasrod peciu QTL regulujcych PHS zlokalizowanych na 4R cztery zidentyfiko-
wano jednorazowo. Tylko pozycfQPhs4R-M4potwierdzono trzykrotnie, w tym raz na pod-
stawie érednionych wynikow oceny ze wszystkich powtdraztoswiadczenia. O istotrigi
tego regiondwiadczyty take wysokie wartéci LOD i R®. Réwniez QPhs4R-M3wykryto na
podstawiesrednich wynikow ze wszystkich wariantowsdadczenia, ale opisywaty goi
sze wartéci parametrow charakteryzigych QTL. W obg¢bie QPhs4R-M4jest zlokalizo-
wany markerXpsrll9 ktory na mapach dwdéch innych mieseéw znajdowat si powyzej
grupy trzech QTL — jednego kontradopgo PHS i dwdch regulgych a-amylaz (Masof
I Milczarski 2009).QPhs4R-M4ub lezacy poniej QPhs4R-M5maze by wiec odpowiedni-
kiem ktérege z wykrytych uprzednio obszarow zawie@jch loci kontrolugce porastanie.
Zaden z pozostatych regionéw nie zajmuije tej sameygji jak QTL z krétkiego ramienia
czwartego chromosomu, stwierdzony w populacji $0t1-3 (Masof i Milczarski 2009).

Chromosom 7R

W si6dmej grupie spezen populacji S12& S76 wykryto wyhcznie dwa QTL pora-
stania. Taki sam wynik uzyskano w przypadku mapgszdica 541x Otl-3. QPhs7R-M1
znajduje s} w poblizu markera DArT -d390750c7Rwspdlnego dla obu map, a odlegtego
w przyblizeniu o 6 cM od marker&xopg4 obecnego tylko na mapie 540t1-3. Xopg4na
mapie pokolenia Ftego mieszéca wykazywat sprzenie z QTL porastania a-amylazy
(Masog i Milczarski 2009). Prawdopodobne jese QTL porastania z obu map stangyé-
den region. W identyfikacji drugiego obszaru kohtjgcego porastanie pomocny okazat si
rowniez marker DArT —d400252c7RByt sprzzony z Xapr7n31 obecnym tylko na mapie
541x Otl1-3 i wchodgacym w sklad QTLQPhs.7R.1zmapowanego w pokoleniw.AViarker
d400252c7Rnajduje si w granicach drugiego z QTL wykrytego na mapie BII20x S76, co
pozwala wnioskowao wspolnej tasamdaci regionow obu map.

QTL z 7R cechowaty wysokie wadd LOD, efektu addytywnego i wspoéiczynnika
determinacji. PonadtQPhs7R-M2byt regionem wykrytym w najwkszej liczbie wariantow
doswiadczé. Dodatkowe potwierdzenie jego roli w kontroli pstania stanovgiwyniki testu
F, oceniagcego istotny zwjzek pojedynczych markerow z cact\z dwadzigcia osiemloci
wytypowanych jako statystycznie istotne male® do obszariQPhs7R-M2 Wchodzity one
ponadto w skiad grupy markeréw o najiszej wiarygodnsgci.
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6.8. QTL porastania o najwekszej wiarygodnaci

Przyjmupc za podstawowe kryterium istowd co najmniej dwukrotne wykrycie
QTL w populacji S12& S76 i/lub potwierdzenie lokalizacji w analogicznyejonie na innej
mapiezyta, wytypowano 12 sgodd 31 QTL porastania (tab. 22). ¥y z regionOGw wymie-
nionych w zestawieniu charakteryzowa dodatkowo wysokim przynajmniej jednym z pa-
rametréw opisujcych QTL (tab. 22). W przypadku kilku QTL brakujatkowitej pewndci,
czy istnieg tozsame z nim QTL na innych mapach. Poza nimi w zestawznalazly si trzy
QTL, ktére wykryto dzgki ocenie z jednego wariantu @aadczenia w populacji RIL
S120%x S76, ale ich wiarygodr¢ potwierdzono przez wykazanie analogii z obszaranm-
nych map. Poza tym byly to QTL o wysokich waddiach parametréw LODR i/lub a, co
dotyczyto w szczegdlrioi QPhs7R-M1

W zestawieniu nie gjo QPhs2R-M1ktory podobnie jakQPhs7R-M1 charakteryzo-
wat sk wysokimi wartgciami wszystkich trzech parametréw: LOR, i a, ale nie wykazano
dla niego homologicznego regionu na innych mapach.

Tabela 22. Zestawienie najwdejszych QTL porastania przadwnego

Lokalizacja Llcz,ba > a>10 Liczba markerow istot-
QTL i powtorzéi | | op > 3 nych w obgbie QTL )/
na innych : 10% lub liczb Kch
mapach na mapie 0 a<_10 | liczba wszystkich mar-
RIL keréw w obgbie QTL
QPhs1R-M4 +(?) 1 + _ _ 36/36
QPhs1R-M6 +(?) 3 + _ _ 5/5
QPhs1R-M7 + 5 ¥ ; _ 111
QPhs2R-M2 +(?) 5 + + + 21/21
QPhs2R-M3 + 3 n ¥ _ 16/16
QPhs3R-M4 +(?) 3 + + 8/18
QPhs4R-M4 +(?) 3 + ¥ n 13/13
QPhs5R-M1 + 2 _ " - a/8
QPhs5R-M2 + 1 _ + = 09
QPhs6R-M1 + 1 n ¥ _ 07
QPhs7R-M1 + 1 n ¥ n 5126
QPhs7R-M2 + 7 ¥ ; _ 53/28

6.9. Wplyw efektu obcozapylenia na identyfikagi QTL porastania

Wsréd QTL kontrolujcych PHS wydcznie jeden -QPhs7R-M2- zostat wykryty na
podstawie wynikéw dwdch ocen z 2008 roku, dokonanya ktosach izolowanych i nieizo-
lowanych, chociawartas¢ wspotczynnika korelacji mdzy tymi ocenami byta wysoka i wy-
nosita 0,64. Liczba QTL uzyskanych niezale tylko dla jednego lub drugiego wariantu byta
poréwnywalna i wynosita trzy regiony dla 2008/Nztery dla 2008/1. Z tego zestawu jedynie
QPhs6R-MImoze by potraktowany jako QTL o wkszej wiarygodnéci, bo jego lokalizagj
potwierdzono na podstawie poréwnania z wynikami owagnia QTL w innych populacjach.
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Z powodu braku dostatecznej liczby powtdrzezyskane wyniki nie dajjednak dostatecznej
podstawy do wnioskowania o zaangaaniuloci z regionéw wytypowanych dla ktoséw ob-
co- i samozapylonych w odmienne mechanizmy konprotastania.

Pewne przestanki do sformutowania takiej tezy gajeycjaQPhs5R-M1Ten region
wytypowano dwukrotnie: dla oceny z 2009 roku i ralgtawie palczonych wynikow ze
wszystkich wariantdw poza ocgktosow poddanych obcozapyleniu, coiasugerowsd ze
jest to region charakterystyczny tylko dl&lm poddanych samozapyleniu. Dodatkowo jego
wiarygodna¢ potwierdzono lokalizagj QTL kontrolupcych PHS z innej populacji ma-
pujacej. Proksymalna e#¢ pigtego chromosomu, w ktorej znalaz¢ simawiany region, zo-
stata rownie wskazana jako obszar lokalizacji wielu QTL zmanych z morfologi roslin,

w tym dlugacia kitosa i liczly kloskdéw w klosie (Milczarski 2010). M® wiec ten QTL ma
jakis zwiagzek ze zbitécig klosa, co mogtoby miéeprzetaenia na wchtanianie wody przez
ktos. Konieczne bytyby jednak dalsze badaniaao®pa celu sprawdzenie tej sugestii.

Duzo liczniejsa grup; stanowi zestawienie QTL, ktorych lokalizagjotwierdzono
dla dwdéch wariantow daviadczenia (z ktlosami samozapylonymi i z klosanigsiawionymi
do swobodnego przepylenia) znych lat oraz na podstawie analizy gg#onych danych obu
tych kategorii. Poza wymienionym wcreej QPhs7R-M2takich regiondw byto jeszcze
dziewk¢. Dane pochodice z oceny porastania klosow nieizolowanych gnagc stanowd
cennezrédto informacji potwierdzage wiarygodnét QTL wykrytych w tradycyjny sposob.

6.10. Zalenosé¢é miedzy wczesnécig a porastaniem przeaniwnym

Rozpoczcie wzrostu wegetatywnego oraz pkzeg z fazy wegetatywnej do genera-
tywnej @ uwazane za momenty szczegolnieana dla rozwoju rélin. Interesujce jest, czy
wczesne przerwanie spoczynku ma implikacje dlawczes¢powania kolejnych faz rozwo-
jowych, w tym ktoszenia i kwitnienia. Z punktu wielzia praktycznego bardziej istotne jest,
czy wczesne wykloszenie i zakwignie zbG powoduje take wczesne, a raczej przedwcze-
sne kietkowanie, ok&ane mianem przethiiwnego porastania. Uwa Sk, ze wczesn& jest
wazng cecly pomagajca unikngé niekorzystnego zjawiska, jakim w uprawie zljést pora-
stanie (Haro i Allan 1997, Kato i in. 2001).

W omawianych tu badaniach pettj proke odpowiedzi na pytanie, czy rzeczywgie
obie cechy s od siebie zalme, a jgli tak, to w jakim stopniu. W tym celu przeprowadno
dla jednej z populacji mamgych réwnoleg} ocer wczesnéci kloszenia i stopnia porasta-
nia ziaren w ktosach.

Gdyby kryterium zalenosci migdzy obiema cechami miat stan@wvspotczynnik ko-
relacji, naleatoby stwierdzi, ze taka zalenos¢ nie istnieje. Wart& tego parametru byta bo-
wiem istotna statystycznie wigznie dla jednego roku batlaa jego warté¢ wynosita zaledwie
0,40. Poréwnanie ocen fenotypowych z pozostatychotiwat bada oraz préb zbiorczych ze
wszystkich trzech lat wykazato brak korelacji; weéci wspotczynnika byty bliskie zera.

Analiza poréwnawcza QTL pozwolita wyging¢ odmienne wnioski. Porownanie loka-
lizacji QTL porastania i wczeska kloszenia dokonane na podstawie mapy migsza
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S120x S76 wykazato,ze siedem QTL porastania pokrywal@ siatkowicie lub czsciowo

z QTL wczesnéci, a dwa QTL obu cech znajdowatye sw bezpdrednim gsiedztwie.
Uwzgledniagc te markery odpowiad@gie maksimom krzywej istotdoi QTL wczesnéci

Z map pozostatych populacji mageych, ktére znalazty siw obrbie QTL porastania lub
w ich bliskim gsiedztwie, wskazano kolejnych dzied&iobszaréw genomu. Dodatkowo dwa
QTL porastania zawieraty w swoich granicach markasysilniej sprzzone z QTL terminu
kwitnienia. Dotychczasowe badania donosity o jedn@hL wspdlnym dla przeahiwnego
porastania i terminu kloszenia oraz spoczynku wemisy, ktory zostat zidentyfikowany na
chromosomie 2B (Munkvold i in. 2009).

Na podstawie przedstawionych wynikow ima uznd, ze potencjalnie 20 regionow
zawierajcych loci porastania wykazywato przynajmniejegsziowy zwigzek swojej lokaliza-
cji z QTL wczesnéci (ktoszenia i/lub kwitnienia). Toz65,5% QTL porastania i 33,9% QTL
z 59 regionow kontrolagych wczesn& we wszystkich czterech populacjach. Pokrywanie
sie¢ obszarow zawieragych loci kontrolugce porastanie i wczesftooshgneto podobny po-
ziom jak zalenos¢ miedzy porastaniam a aktywsma a-amylazy (Masaj i Milczarski 2009),
ktory w przeliczeniu na udziat OTL wspdlnych w stoku do QTL regulujcych PHS wy-
niost 69,2%.

Kolejne potwierdzenie zataosci wczesneci i porastania uzyskano z zastosowaniem
testuF. Pozwolit on wyznaczy137 markerow istotnie zgzanych z porastaniem i wczesno-
$cig kloszenia jednocZeie. Stanowi to 35,6% markeréw wytypowanych jakotige dla PHS
i 25,3% markerow spezonych z HE.

Wspoizalenos¢ dziedzicznego podia obu cech nie jest bezpednip zaleznoicia,
pozwalajca stwierdzé, ze wczesne formyyta beda wykazywaty skionnét do silniejszego
porastania. Liczb#oci niezalenie zaangzowanych w kontral kazdej z badanych cech jest
na tyle dua, ze kombinacje alleli umdiwiaja pojawienie si wsrdéd grupy rdélin wczesnych
zarowno form podatnych, jak i odpornych na pordstaRodobne zumicowanie dotyczy
grupy ra@lin o p&nym terminie ktoszenia.

Obie cechy oddziela od siebie jeszcze faza kwitaiémojrzewania, a wszystkie te
etapy cykluzyciowego § regulowane wielogenowo i podlegay znacznym stopniu wpty-
wom warunkéwsrodowiska. Nawet pary cech pazanych tak silnieze traktowanych ¢z
stokra® jako opisugce to samo zjawisko, jak termin kloszenia i terfuvitnienia oraz pora-
stanie i aktywng¢ a-amylazy, ze wzgldu na sw ztozoma, wielogenovd natug nie wykazug
petnej wspotzalenosci. Zwigzek midzy genami wczessoi i porastania o podobnej lokali-
zacji moe polega tylko na ich sprzzeniu, ale istnieje temazliwosé, ze czs$¢ z nichto geny
0 dziataniu plejotropowym, kontrolge obie cechy. Poniewgednak geny te dziakpjna
réznych etapach rozwoju i w interakcji zzzoymi warunkamirodowiska, nie ma prostej za-
leznosci miedzy badanymi cechami.

Niezaleznie jednak od rodzaju wspétdziataniedzy genami i od mechanizmoéw regu-
lujacych obie cechy midiwe jest prowadzenie selekcji w celu wytworzen@ystnych dla
uprawy form wczesnych, jednocgnée odpornych na przediwne porastanie. Zabiegi takie
prowadzono u pszenicy (Hucl i Matus-Cadiz 2002)alga zwizku lokalizacji QTL deter-
minujacych wczesné& ktoszenia i porastanie przedwne w populacji S128 S76 pozwolita
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wskaza cztery pary QTL o pokrywagych s¢ lub gsiadupcych przedziatach, wykazge
przeciwny efekt dziatania allelu pochadego od linii S120. W przypadku trzech par QTL
allele pochodzce od tego rodzica wptywaly na wénéejsze ktoszenie i na obi@nie skion-
nosci do porastania Phs1lR-M4/QHelR-M1 — QHelR-M2QPhs1R-M7/QHelR-M5
QPhs2R-M5/QHe2R-M4a w jednym przypadku stwierdzono odwephaleznosé¢ (QPhs2R-
-M4/QHe2R-M2. Szczegdlnie interesige w tej grupie wydajsic dwie pary QTL z chromo-
somu 2R, ktorych lokalizacje pokryvaagic catkowicie, a markery najsilniej sprone
z locusjednej cechysjednoczeénie najistotniejsze w obbie QTL drugiej cechy. Dwa mar-
kery RAPD —Xpr162L250i Xpr366L570- mog wicc, po przeksztatceniu w markery SCAR,
sta si¢ uzyteczne w selekcji wczesnych i zarazem odpornycpanastanie formyta.
Znajoma¢ regiondw genomu zaangavanych w kontral wczesnéci i porastania
stanowi doby podstaw do analizy poréwnawczej taé& z QTL innych cech morfologicznych,
fizjologicznych czy biochemicznych, naalych zwihzek z procesami zmian faz rozwojowych
— z kwitnieniem, spoczynkiem i kietkowaniem. fe#enie danych z mych bada pomaze
pozn& ztozone zalenosci miedzy analizowanymi procesami. Dalszy etap powinieewmli¢
na zgromadzenie danych o sekwencjach i funkcjactbwgegatunkéw pokrewnychytu, co
umazliwi odnalezienie zwgzku midzy genami kandydatami a wykrytymi QTL.






7.  Wnioski

1. Silnie zagszczone mapy genetyczne kilku populacji ozaiéowanym pochodze-
niu 9 wartagsciowym narzdziem do analizy porownawczej QTL.

2. Stopié pokrycia i zagszczenia mapy genetycznej ma istotny wptyw na tcaip-
krywanych QTL.

3. Geny kontrolujce wczesn& u zyta % zlokalizowane na wszystkich chromo-
somach.

4. Znacznie mniejsza liczba wykrytych QTL deternmpieych FT nz QTL warunku-
jacych HE i tylko czsciowe pokrycie si QTL z obu grup wskazgijna istnienie znageych
réznic miedzy zestawami genow kontrodglych termin ktoszenia i kwitnienia.

5. Najwaniejsze dla determinacji wczeswwoss QTL z chromosomow 1RQHelR-
-L3 = QHelR-M2 = QHelR-S1), 2R (QHe2R-M1 = QHe2R-L4), 4R (QHedR-L1 = QHedR-
-Sl) i 6R (QHe6R-K1 = QHe6R-M1 = QFt6R-S1).

6. Najistotniejsze dla kontroli porastania pragdnego g loci z chromosoméw 1R
(QPhs1R-M7), 2R (QPhs2R-M2) i 7R (QPhs7R-M2).

7. Ocena zmienroi i analiza QTL porastania przadwnego wskazuaj, ze sposob
zapylenia nie wptywa istotnie natecke.

8. Kolokalizacja QTL porastania przadwnego i wczesnii na chromosomach 1R,
2R, 6R i 7R mee wskazywd, ze obie cechy znajdajsic w duzej mierze pod kontral
wspoélnych obszaréw genomyta.

9. Xpr162L250 i Xpr366L570 z chromosomu 2R to markery potencjalnie najbajdzie
przydatne do selekcji wczesnych i zarazem odporngcporastanie forrayta.
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| dentification of quantitativetrait loci (QTL) that control
development time and susceptibility to sprouting of rye (Secale
cereale L.) using dense genetic maps for recombinant inbred lines

(RILSs) populations.
Summary

Dense genetic maps for recombinant inbred lineskgRpopulations for four hybrids
of rye of different origin were constructed: 540t1-3, Ds2 RXL10, S120xS76 and
541x 2020LM. The maps consisted of 1292-1625 markersinlyjnaDArT, and were
714-1381 cM long. Within the presented research,3h20< S76 population map was en-
riched with 62 markers that use PCR reaction, igd®APD.

Each map was used to QTL identification of the br$deading; location of QTL of
flowering time was also determined on the 52D20LM map, while the S120S76 map
was used to discover genome regions responsibteédendency to preharvest sprouting.

Fifty eight regions related to the time of headawmtrol were determined on maps of
all mapping populations and on all seven chromospm@st in the group of 2R and 4R links,
least — in the 5R and 6R group. Most importantetetmining development time were QTL
from chromosomes 1RQHeLR-L3 = QHelR-M2 = QHelR-S1), 2R QHe2R-M1 = QHe2R
-L4), 4R QHe4R-L1 = QHedR-S1) and 6R QHe6R-K1 = QHe6R-M1 = QFt6R-S1). Six QTL
of flowering time were determined — three on the dfRomosome and one on each of the
following chromosomes: 3R, 6R and 7R. Regions fadmomosomes 3R, 6R and 7R corre-
sponded to QTL of heading time.

On the S12& S76 population map, 31 QTL of preharvest sproutege discovered,
placed on all chromosomes; most often they werastiitked: QPhs1R-M7, QPhs2R-M2 and
QPhs7R-M2. Variability assessment and analysis of QTL ofhprgest sprouting using self-
and cross-pollinated ears gave similar resultghsofeature can be applied in tests on both
non-isolated and isolated plants.

It has been demonstrated that preharvest sproatidglevelopment time are to a con-
siderable extent under the control of common acéate rye genome. The dependence of
locations of QTL for both features has been obskfgeloci from chromosomes 1R, 2R, 6R
and 7R. The analysis of the S22876 population has not proved that stronger tendenc
preharvest sprouting is related to early headimgp bci (Xpr162L250 andXpr366L570 from
the chromosome 2R) were selected that are theesofifotential markers to select early and,
at the same time, resistant to sprouting formyef r






Die Identifizierung von merkmalsbeeinflussenden Georten
(quantitative trait loci, QTL), die die Reifezeit und die Auswuchs-
anfalligkeit von Roggen Gecale cereale L.) unter Verwendung von
komprimierten Genkarten der Populationen aus rekombnanten

Inzuchtlinien (RIL) kontrollieren
Zusammenfassung

Es wurden komprimierte Genkarten der Populationsnrekombinanten Inzuchtlinien
(RIL) von vier Roggenhybriden verschiedener Herkurdufgestellt: 54% Otl1-3,
Ds2x RXL10, S120x S76 und 54% 2020LM. Die Genkarten bestanden aus 1292-1625 Mar-
kern, hauptsachlich DArT und hatten eine Lange ¥d#-1381 cM. Im Rahmen der vorge-
stellten Forschungen wurde die Genkarte der Papal&120x S76 um 62 Marker bereichert,
die die PCR-Reaktion verwenden, hauptsachlich RAPD.

Jede der Genkarten diente zur Identifizierung d€L Qer Zeit des Ahrenschiebens;
auf der Genkarte 5442020LM wurden aul3erdem die QTL der Zeit des BliHekalisiert
und die Genkarte S120576 diente auch zur Entdeckung von Genombereiatierfiir die
Anfalligkeit gegen Auswuchs vor der Ernte veranttch sind.

Es wurden 58 Genombereiche entdeckt, die mit dewtrdtle des Ahrenschiebens
verbunden sind, und zwar auf Genkarten aller Maggmpulationen und auf allen sieben
Chromosomen — die grof3te Anzahl in den Kopplunggggn 2R und 4R, die kleinste in den
Gruppen 5R und 6R. Die wichtigsten flr die Detemtion der Reifezeit waren die QTL aus
Chromosomen 1RQHelR-L3 = QHelR-M2 = QHelR-S1), 2R QHe2R-M1 = QHe2RL4),
4R (QHedR-L1 = QHedR-S1) und 6R QHe6R-K1 = QHe6R-M1 = QFt6R-S1). Es wurden
6 QTL der Zeit des Bluhens bestimmt, drei auf dédmo@osom 1R und je eine auf Chromo-
somen 3R, 6R und 7R. Die Bereiche aus ChromosomeBR und 7R deckten sich mit den
QTL der Zeit des Ahrenschiebens.

Auf der Karte der Population S12%76 wurden 31 QTL des Auswuchses vor der
Ernte entdeckt, die sich auf allen Chromosomenralefia; am haufigsten wurden identifiziert:
QPhs1lR-M7, QPhs2R-M2 und QPhs7R-M2. Die Beurteilung der Veranderlichkeit und die
QTL- Analyse des Auswuchses vor der Ernte, dieHiilfe der selbst- und fremdbestaubten
Ahren durchgefiihrt wurden, brachte dhnliche Ergedmimit sich, welches den Einsatz in den
Untersuchungen an diesem Merkmal sowohl der ig¢eheals auch nicht isolierten Pflanzen
erlaubt.

Es wurde nachgewiesen, dass sowohl der Auswuchderdernte als auch die Reife-
zeit in einem groRen Mal3e unter der Kontrolle vemginsamen Bereichen des Roggenge-
noms stehen. Die Abhangigkeit der QTL — Lokalisngrieider Merkmale wurde flr dieci
aus Chromosomen 1R, 2R, 6R und 7R beobachtet. AufdBage der Analyse der Population
S120x S76 konnte nicht festgestellt werden, dass eim&es& Anfalligkeit gegen Auswuchs
vor der Ernte mit dem friilhen Ahrenschieben zusanmé@egt. Es wurden zwéioci ausge-
wahlt (Xpr162L250 und Xpr366L570 aus dem Chromosom 2R), die eine potenzielle Quelle
von Markern fur die Selektion von frihen und gleieitig gegen den Auswuchs bestandigen
Roggenformen darstellen.






