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2. Wstep

Niniejsza rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie spdjnego tematycznie
zbioru artykutow opublikowanych w czasopismach naukowych, zgodnie z Ustawag prawo
0 szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.U. z 2023 r. poz. 742) oraz Regulaminami Rady
Naukowej IUNG-PIB (Uchwata nr 13/2018 z dnia 27 marca 2018 r. oraz Uchwata nr 86/2019
z dnia 18 wrzesnia 2019 r.). W sktad rozprawy doktorskiej wchodza cztery artykuly naukowe.
Sumaryczny Impact Factor publikacji stanowigcych zbior artykutow wedlug roku publikacji
wynosit 5,34, a suma IF z 5-lecia wynosita 6,12. Liczba punktéw wg wykazu Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW) sprzed 2019 roku wynosita 90, a wg wykazu z 2019
roku 290 punktow. Artykuty zostaty zalaczone na koncu niniejszej rozprawy jako rozdziat 13.

Prace stanowigce rozprawe doktorska dotycza zywotno$ci nasion obiektéw kolekcji
z rodzaju Nicotiana przechowywanych w zréznicowanej temperaturze w réoznych bankach
genow oraz identyfikacji regionow genetycznych powigzanych z zywotno$cia nasion.

Ochrona roslinnych zasobéw genowych obejmuje ochrong réznorodnosci genetycznej
zapewniajacg przystosowanie ro$lin do zmieniajacych si¢ warunkéw $Srodowiska.
Najskuteczniejszym sposobem, poza ochrong w miejscu pochodzenia (in situ), jest
przechowywanie nasion w bankach genéw wraz z zapewnieniem ich dostgpnosci (Nadarajan
11n., 2023). Totez niezwykle wazne jest poznanie okresu, w ktorym nasiona pozostajg zywotne,
z uwzglednieniem sposobu ich przechowywania. Wiedza ta jest bardzo przydatna bankom
gendw, firmom nasiennym jak tez rolnikom. Wilgotno$¢ nasion i temperatura przechowywania
s krytycznymi czynnikami wplywajacymi na ich Zzywotnos$¢. Nasiona, ktore toleruja suszenie
do bardzo niskiej wilgotnosci, mogg by¢ przechowywane dtugoterminowo w bankach genow
w niskiej temperaturze (od -20°C do +4°C) (Rao i in., 2006). Zywotno$¢ nasion okre$lana przez
okres, w ktérym mogg one zachowa¢ odpowiednia zdolno$¢ kietkowania, jest cecha ilo§ciowa
warunkowang wieloma genami. Jest to cecha bezposrednio zwigzana z procesem starzenia si¢
nasion i wynika ze zmian genetycznych, fizjologicznych, fizykochemicznych, cytologicznych
i molekularnych zachodzacych w nasionach (Sano i in., 2015; Solberg i in., 2020). W wyniku
tych zmian dochodzi do obnizenia wigoru, zdolnosci kietkowania, a w konsekwencji do utraty

Zywotnosci.



Poza wilgotno$cia i temperaturg powietrza istotng rol¢ majaca wptyw na proces starzenia
si¢ nasion odgrywaja czynniki wewnetrzne, w szczegoOlnosci struktura i sktad chemiczny
(Pirredda 1 in., 2023). Sa to cechy specyficzne dla poszczegdlnych gatunkow roslin, totez
opracowanie nieinwazyjnych i szybkich metod oceny zywotnosci nasion przechowywanych w
r6éznych warunkach, w tym w bankach genow, jest przedmiotem wielu badan (Xia i in., 2019).
Kluczowa rol¢ w monitorowaniu zywotnosci nasion spetnia nadal test zdolnos$ci kietkowania.
Zwykle na jego podstawie podejmowana jest decyzja o regeneracji obiektu (Fu i in., 2015;
Nadarajan i in., 2023). Monitorowanie zywotnosci obiektow utrzymywanych w bankach genéw
jest pracochtonne i czasochtonne. Dlatego informacja o tym jak dlugo dany gatunek czy
odmiana zachowuje zywotno$¢, pozwala ograniczy¢ ilos¢ wykonywanych testow kietkowania
i wydhuzy¢ okres pomig¢dzy regeneracjami. Wiadomym jest, iz gatunki, a nawet odmiany
przechowywane w identycznych warunkach ro6znig si¢ znaczaco pod wzgledem zachowania
zywotnos$ci. Coraz czgséciej prowadzone sg badania, ktérych celem jest identyfikacja regionow
genetycznych zwigzanych z zywotnoscig nasion. Do identyfikacji regiondow genetycznych
zwigzanych z cechami ilo§ciowymi, w tym z zywotno$cig nasion, wykorzystywane jest m.in.
mapowanie QTL (ang. Quantitative Trait Loci). Zastosowanie tej metody dostarcza cennych
informacji mogacych stanowi¢ wsparcie w zarzadzaniu regeneracjg obiektow utrzymywanych
w bankach genéw. Jest rowniez pomocne w wyborze odpowiednich genotypéw do hodowli
nowych odmian o przedtuzonej Zzywotnosci nasion (Arifi in., 2022).

Kolekcja rodzaju Nicotiana, bedaca przedmiotem badan przedstawionych w niniejszej
pracy, stanowi cenny material pod wzgledem roznorodnosci genetycznej. Zroznicowanie
genetyczne rodzaju Nicotiana ma swoje zrédlo w rozmieszczeniu geograficznym i widoczne
jest pod wzgledem cytogenetycznym i fenotypowym. Z uwagi na pochodzenie rodzaju
Nicotiana, jak tez rozpowszechniong uprawe gatunku Nicotiana tabacum (tytoniu szlachetnego)
na niemal wszystkich kontynentach, zasoby genowe gromadzone sa w wielu kolekcjach. Sa one
bardzo zrdznicowane pod wzgledem liczebnosci jak réwniez pod wzgledem dostepnosci,
bowiem wiele kolekcji stanowi prywatng wiasnos¢ (Lewis, 2021). Najwieksza kolekcja
Nicotiana znajduje si¢ w Chinskiej Akademii Nauk Rolniczych (TRI, The Tobacco Research
Institute) (Tobacco Research Institute of the Chinese, 2016). W USA bardzo duza kolekcja
gromadzaca zasoby genowe rodzaju Nicotiana znajduje si¢ w Oksfordzie w Péinocnej Karolinie

oraz na Uniwersytecie w Kentucky. W Europie najwicksza kolekcja tego rodzaju znajdowata



si¢ W Instytucie Tytoniowym w Bergerac we Francji, ktorego spadkobiercg jest firma Bergerac
Seed & Breeding. W Niemczech kolekcja rodzaju Nicotiana prowadzona jest przez firmeg
NiCoTa, natomiast inna znajduje si¢ w najwickszym banku gendéw w Europie w IPK
w Gatersleben https://gbis.ipkgatersleben.de/gbis2i/faces/index.jsf.

W Polsce gromadzenie zasobow genowych rodzaju Nicotiana rozpoczat sto lat temu
prof. Lucjan Kaznowski w éwczesnym Panstwowym Instytucie Naukowym Gospodarstwa
Wiejskiego w Putawach. Prowadzona obecnie kolekcja w Instytucie Uprawy Nawozenia
i Gleboznawstwa—Panstwowym Instytucie Badawczym jest najwickszg w Polsce i jedng z
wickszych w Europie i na $wiecie. Nasiona obiektow kolekcyjnych zdeponowane sa w
Krajowym Centrum Roslinnych Zasobow Genowych mieszczacym si¢ w Instytucie Hodowli
i Aklimatyzacji Ro$lin — Panstwowym Instytucie Badawczym w Radzikowie.

Zasoby genowe Nicotiana sa przedmiotem licznych badan dotyczacych pochodzenia
1 rozmieszczenia gatunkow, liczby chromosomow, krzyzowalnosci, zawartosci zwigzkow
chemicznych, czy odpornosci na czynniki biotyczne i abiotyczne (Lewis, 2020). Zdecydowanie
mniej prac po$wiecono problematyce zywotnoéci nasion. Zywotno$é nasion tytoniu, podobnie
jak innych gatunkéw, w duzej mierze zalezy od warunkow przechowywania. WYysoka
temperatura powietrza, zwlaszcza podlegajaca okresowym wahaniom, podobnie jak wysoka
wilgotnos¢ wzgledna czy staty doptyw tlenu sg czynnikami ograniczajagcymi zywotnosc¢.

Podjete badania obejmowaly problematyke zywotnos$ci nasion dwoéch gatunkow
N. tabacum i N. rustica, przechowywanych w zréznicowanych warunkach oraz okreslenia

genetycznych podstaw determinujacych ich zywotnosc.



3. Hipoteza i cel badan

Hipoteza badawcza zakladata zréznicowanie zywotno$ci nasion wybranych gatunkéw
rodzaju Nicotiana w zalezno$ci od warunkow przechowywania oraz od czynnikéw

genetycznych.

Celem pracy byla ocena zywotnosci nasion obiektow Nicotiana tabacum i Nicotiana
rustica przechowywanych w zroznicowanych warunkach oraz identyfikacja regionoéw

genetycznych (QTL) warunkujacych dlugosé¢ zycia nasion tytoniu.

Cele szczegdtowe obejmowaly:

1. Ocen¢ zywotno$ci nasion przechowywanych przez okres 2-39 lat
w zréznicowanych warunkach temperatury i wilgotnosci w bankach genéw IPK
w Niemczech, IHAR-PIB w Radzikowie oraz w [IUNG-PIB w Putawach.

2. ldentyfikacje regionéow genetycznych (QTL) warunkujacych zywotno$¢ nasion

z wykorzystaniem dwdch populacji mapujacych.



4. Przeglad Literatury

Rola i utrzymanie roslinnych zasobéw genowych

Zasoby genowe ro$lin, okre$lane tez czgsto jako plazma zarodkowa
(ang. germplasm), maja szczegdlne znaczenie dla zachowania réznorodnosci w srodowisku
przyrodniczym, zwlaszcza w okresie szybkiego rozwoju cywilizacji. Stanowig swojego rodzaju
dziedzictwo naturalne wobec zmniejszajgcej si¢ systematycznie liczby gatunkoéw
wystepujacych w §wiecie. Niezwykle istotne jest strategiczne znaczenie dla zrownowazonej
produkcji rolnej. Roznorodno$¢ genetyczna ro$lin stanowi podstawe dla przystosowania
rolnictwa do zmian, w tym do postepujacych zmian klimatu (susze, powodzie czy inne
niekorzystne zjawiska pogodowe), zniszczeh w wyniku Kkatastrof, jak tez przemian
wynikajacych ze zmieniajacych si¢ warunkoéw spoteczno-gospodarczych np. urbanizacji
I industrializacji. Uwzgledniajac te kwestie, ochrona zasoboéw genowych roslin staje sie¢
obowigzkiem wielu instytucji jak tez catego spoleczenstwa. W konwencji o r6znorodnosci
biologicznej roslinne zasoby genowe sg zdefiniowane jako materiat genetyczny posiadajacy nie
tylko faktyczna, ale i potencjalng warto$¢ dla wyzywienia i rolnictwa (FAO, 2007; Gryziak,
2016). Z wykorzystaniem istniejacych juz form uprawnych oraz gatunkow pokrewnych
prowadzone sa systematycznie prace hodowlane majace na celu poprawe cech
odpornosciowych i jakosciowych. Zasoby genowe stanowia zatem ogromny potencjat
w tworzeniu nowych odmian wzbogaconych o cenne cechy uzytkowe, co przektada si¢ na
korzysci ekonomiczne i sSrodowiskowe. Wykorzystanie odpornosci na choroby i szkodniki daje
mozliwo$¢ ograniczenia stosowania Srodkow ochrony roslin (Geffersa, 2023; Sosnowska, 2016;
Deng, 2020). Z kolei wzrost zawarto$ci pozagdanych metabolitow w roslinach moze skutkowaé
oszczgdnosciami w procesie przetworstwa (Abewoy, 2017; Gryziak, 2016). Ochrone
| zrbwnowazone wykorzystanie roslinnych zasobow genowych w rolnictwie reguluja
miedzynarodowe akty prawne: Konwencja o Réznorodnosci Biologiczne; (CBD) ,,Szczyt
Ziemi” z Rio de Janeiro podpisana w 1992 roku przez 192 panstwa nalezace do ONZ,
Miegdzynarodowy Traktat o zasobach genetycznych roslin dla wyzywienia i rolnictwa (ITPRFA,
2004) oraz 2. Globalny Plan Dziatan dla Ochrony i Zréwnowazonego Wykorzystania
Roslinnych Zasobow Genetycznych dla Wyzywienia i Rolnictwa (GPA, 2011) (Podyma, 2000;
Kotlinska 1 Swiqcicki, 2004; Czembor i in., 2017).
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Organizacja Narodow Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa (FAO)
szacuje, ze okolo 7,4 miliona obiektow utrzymywanych jest w kolekcjach w 1750 bankach
genow na calym S$wiecie. Banki genéw gromadza material roslinny, dlugotrwale go
przechowuja w stanie czystosci genetycznej 1 w stanie zywym. Chronig takze przed tzw. erozja
genetyczng prowadzaca do zawegzenia biordznorodnosci. Zadaniem banku gendw jest rowniez
charakterystyka zgromadzonych obiektow pod wzgledem cech przydatnych w tworzeniu
postepu biologicznego (np. odpornosci na stresy biotyczne czy abiotyczne) oraz udostepnianie
obiektow kolekcyjnych dla potrzeb nauki i hodowli (Gryziak, 2020; Salgotra i in., 2023).
Wedtug danych FAO najwigkszym (pod wzgledem wielko$ci zbiorow) bankiem genéw w Unii
Europejskiej jest bank w Niemczech znajdujacy si¢ w Gatersleben Leibniz — Institute of Plant
Genetics and Crop Plant Research (IPK, z niem. Institut fiir Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung), w ktorym przechowywanych jest okoto 151 000 obiektéw. Drugim,
co do wielkosci zbioréw, jest Krajowe Centrum Ro$linnych Zasobéw Genowych (KCRZG),
znajdujace si¢ w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin - Panstwowym Instytucie
Badawczym (IHAR-PIB) w Radzikowie, gdzie zdeponowano okoto 76 000 obiektéw roslin
rolniczych (Czembor, 2017). W obydwu tych bankach gendw utrzymywane sa kolekcje rodzaju
Nicotiana.

Nalezy podkreslic, ze ponad 90% obiektow w kolekcjach jest przechowywanych
W postaci nasion, dlatego tez gtbwnym zadaniem bankow genow jest utrzymywanie ich w stanie
zywym. Zastosowanie niskiej temperatury i niskiej wilgotnosci powietrza pozwala na
wydluzenie zywotno$ci nasion. Dzigki temu mozliwe jest zmniejszenie czestotliwosci
regeneracji obiektow, co nie tylko obniza ryzyko utraty pozadanej zmiennosci i czystosci
genetycznej, ale takze redukuje koszty utrzymania kolekcji. Nasiona typu orthodox, znoszace
wysoki stopien odwodnienia/wysuszenia, moga by¢ rutynowo przechowywane w temperaturze
-18°C. Takie warunki pozwalaja znacznie wydluzy¢ czas przechowywania nasion bez
koniecznosci regeneracji. Jednak nawet przy zachowaniu najwyzszych standardow, nasiona
z czasem ulegajg procesom starzenia i muszg by¢ regenerowane (Walters i Pence, 2021).
Postgpowanie z obiektami zgromadzonymi w bankach genow okreslaja migedzynarodowe
standardy. Dotycza one m.in. suszenia i przechowywania nasion, monitorowania ich zywotnosci
w trakcie przechowywania, a takze regeneracji, charakterystyki, oceny, dokumentacji

I dystrybucji obiektow kolekcyjnych (FAO, 2010). Wskazane jest, aby nasiona kazdego obiektu
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byly przechowywane w dwoéch rodzajach kolekeji (Chojnowski, 2022; Czembor i in., 2017).
Pierwsza to kolekcja podstawowa — rezerwa banku gendéw. Nasiona z kolekcji podstawowej
przeznaczone sg do przechowywania dlugoterminowego, nie sg przeznaczone do dystrybucji.
W tym celu nasiona pakowane sg w szczelne pojemniki, nieprzepuszczalne dla pary wodnej
I tlenu, wykonane ze szkta, metalu lub folii aluminiowej, a nastgpnie przechowywane w
temperaturze -18°C (Chojnowski i in., 2022; Czembor i in., 2017; Michatowska i Biatoskorska,
2022). Kolekcja aktywna obejmuje nasiona przeznaczone do prowadzenia badan oraz do
ewentualnego przekazania zainteresowanym odbiorcom: hodowcom, naukowcom, rolnikom.
Wedtug zaleceh FAO (FAO, 2014) nasiona kolekcji aktywnej moga by¢ przechowywane w
temperaturze 5-10°C i wilgotno$ci wzglednej 15 + 3%. Jednak obecnie zaleca sig¢, aby kolekcja
aktywna byta przechowywana, podobnie jak podstawowa, w temperaturze -18°C (Chojnowski
i in., 2022). Na wypadek utraty nasion zdeponowanych w narodowych bankach genow,
dodatkowym zabezpieczeniem cennego materiatu genetycznego sg tzw. bezpieczne duplikaty.
Wskazane jest, aby byly one zdeponowane w miejscu oddalonym od banku gendéw, w ktérym
przechowywane sa oryginalne probki, a ilo$¢ nasion przeznaczona do przechowania jako
bezpieczny duplikat powinna pozwoli¢ na odtworzenie danego obiektu w przypadku jego utraty
W macierzystym banku genéw. Bezpieczne duplikaty nasion roslin uprawnych moga by¢
przekazywane do Globalnego Banku Nasion (Svalbard Global Seed Vault) zlokalizowanego na
Svalbardzie (Spitsbergen) (https://www.croptrust.org/work/svalbard-global-seed-vaul).
Obecnie w Globalnym Banku Nasion znajdujg si¢ duplikaty 1,3 miliona probek nasion
gatunkow roslin uprawnych z niemal kazdego kraju na $wiecie. Bank moze pomiesci¢ nawet
4,5 miliona probek. Wieczna zmarzlina i skaty zapewniajag warunki, w ktorych probki nasion
pozostana bezpieczne w temperaturze ujemnej nawet bez zewngtrznego zasilania. Dzigki temu
przetrwaja katastrofy zaré6wno te naturalne jak 1 te, ktore mogg wystapi¢ w wyniku dziatalnosci

czlowieka.
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Rysunek 1. a). Globalny Bank Nasion na Svalbardzie, b). Nasiona przechowywane w Globalnym Banku Nasion
na Svalbardzie. Zdj¢cia: Norwegian Ministry for Agriculture and Food;

Zrédto: https://halospitsbergen.pl/ochrona-zasobow-genetycznych-jest-rownie-wazna-dla-wszystkich-krajow-
biolog-asmund-asdal-o-globalnym-banku-nasion-na-svalbardzie/

Globalny Bank Nasion na Svalbardzie powstat w 2008 roku. Umowe na przekazywanie nasion
z KCRZG w Radzikowie do Globalnego Banku Nasion podpisano w 2019 roku. Pierwszy polski
depozyt obejmowat historyczne krajowe odmiany ro$lin uprawnych oraz obiekty pozyskane z

ekspedycji terenowych, ktore stanowig dziedzictwo narodowe.
4.1. Zasoby genowe rodzaju Nicotiana
Wszystkie zagadnienia dotyczace roli, utrzymywania 1 znaczenia roslinnych zasobow
dotycza rowniez obiektow rodzaju Nicotiana. Nalezy podkresli¢, ze kolekcje rodzaju Nicotiana

zajmujg istotne miejsce w wielu bankach genéw zlokalizowanych w réznych krajach. Polska

kolekcja zaymuje pod tym wzgledem znaczacg pozycje (tab.1).
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Tabela 1. Najwigksze kolekcje rodzaju Nicotiana na $wiecie w 2010 roku wg *FAO

Bank genéw Liczba obiektow

Institute of Crop Germplasm Resources, Chiny 3407

Central Tobacco Research Institute, Indie 2550

Oxford Tobacco Research Station (Tob), USA 2108

Research Unit For Alternative Crops To Tobacco, Wtochy 1711
Australian Tropical Crops & Forages Genetic Resources Centre, Australia 948

IUNG-PIB, Pulawy, Zaklad Hodowli i Biotechnologii Roslin, Polska **908
Instituto de Investigaciones del Tabaco, Kuba 780
Aegean Agricultural Research Institute, National Seed Gene Bank, Turcja 638
Crimean Tobacco Experimental Station, Ukraina 612
Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK), Niemcy 590
Inne jednostki (60) 8053

Suma 21715

* The Second Report on State of the World’s Plant Genetic Resources for Food and Agriculture, 2010.
** W wykazie z 2010 r. nie uwzgledniono stabilnych linii hodowlanych, form tetraploidalnych i innych,
zdeponowanych w kolekcji w latach pdzniejszych, niektore z nich obecnie znajduja si¢ tylko w kolekceji roboczej

IUNG-PIB.

W Polsce obiekty kolekcji rodzaju Nicotiana przechowywane sg w postaci nasion
w przechowalni $rednioterminowej (0°C) w Krajowym Centrum Roslinnych Zasobow
Genowych mieszczacym si¢ w Instytucie Hodowli 1 Aklimatyzacji Ro$lin — Pafstwowym
Instytucie Badawczym w Radzikowie (Czembor, 2017). Ponadto kolekcja aktywna
przechowywana jest w Instytucie Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — PIB w Putawach
w szafach nasiennych w temperaturze 4°C (do 2015 r. w temperaturze pokojowej) (Czubacka,
2022; Depta i Doroszewska, 2023). W IUNG-PIB zasoby kolekcyjne sa waloryzowane,
przechowywane jako duplikaty i w miar¢ potrzeb, regenerowane (Czubacka, 2022). Bedaca
rébwniez przedmiotem badan kolekcja rodzaju Nicotiana znajdujaca si¢ w Niemczech
w Gatersleben Leibniz — Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research przechowywana
jest w temperaturze 20,3+2,3°C oraz dlugoterminowo w temperaturze -18°C. Zastosowanie
réznej temperatury przechowywania kolekcji wynika 2z mozliwosci technicznych
poszczegolnych placowek naukowych. Kolekcja rodzaju Nicotiana zgromadzona w Leibniz

Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research liczy 590 obiektow, z ktorych 355 nalezy
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do N. tabacum, 112 do N. rustica, a 123 stanowig gatunki dzikie rodzaju Nicotiana.
Odpowiednie przechowywanie kolekcji oraz wiedza na temat zgromadzonych zasoboéw nie
tylko zabezpiecza je przed utrata zywotnos$ci, ale pozwala na wykorzystanie dostepnej
roznorodnosci genetycznej w pracach hodowlanych, jak rowniez podczas prowadzenia wielu
badan podstawowych.

Gatunki z rodzaju Nicotiana wykorzystywane sg w hodowli migdzygatunkowej, bedac
zrodtem odpornosci na choroby, czy zrédtem cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci (Berbec
i Trojak-Goluch, 2001; Berbe¢ i Laskowska, 2005; Laskowska i Berbe¢, 2007; Berbeé
I Doroszewska, 1992). Czesto wykorzystywane sg jako rosliny modelowe w badaniach
fitopatologicznych (Bui i in., 1992) i w transformacji genetycznej u ro$lin wyzszych
(Baulcombe, 1999; Lewis, 2011).

Kolekcja rodzaju Nicotiana zgromadzona w Zaktadzie Biotechnologii i Hodowli Roslin
IUNG-PIB w Putawach jest jedng z najstarszych (tab.1l). Tworcg polskiej kolekeji odmian
I dzikich gatunkow tytoniu byt Profesor Lucjan Kaznowski, ktory juz w latach dwudziestych
ubieglego wieku rozpoczat gromadzenie pierwszych obiektow rodzaju Nicotiana na potrzeby
hodowli. W kolejnych latach kolekcja byta systematycznie uzupelniana (Czubacka, 2022).
Obecnie zawiera 1008 obiektow pochodzacych z roznych rejondow $wiata, w tym 780 odmian
tytoniu szlachetnego (Nicotiana tabacum L.), 83 odmian machorki (Nicotiana rustica L.) oraz
145 obiektow nalezacych do dzikich gatunkow Nicotiana, form poliploidalnych i cennych linii
hodowlanych. Obiekty kolekcyjne zostaly zgromadzone dzigki wymianie nasion z wieloma
placowkami naukowymi z ponad 30 krajow. Znaczna cze$¢, nieco ponad 31%, zwlaszcza
odmian N. tabacum, pochodzi z polskich osrodkéw hodowlanych (Laskowska, 2007). Odmiany
i linie hodowlane N. tabacum stanowig material genetyczny o duzej roznorodnosci,
reprezentujacy wszystkie znane typy uzytkowe tytoniu. Szeroki zasigg geograficzny
reprezentuja dzikie gatunki Nicotiana pochodzace z Ameryki Péinocnej i Potudniowe;j,
Australii, wysp Pacyfiku oraz Afryki. Charakteryzuje je bardzo duze zrdznicowanie pod
wzglgdem cech morfologicznych, liczby chromosomoéw, sktadu chemicznego, odpornosci na
choroby (Doroszewska i in., 2009). Totez obiekty rodzaju Nicotiana zgromadzone w banku
gendw sa systematycznie charakteryzowane zaréwno pod wzgledem morfologicznym,

genetycznym, jak 1 tez odpornosci na choroby wirusowe oraz grzybowe
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(Doroszewska i in., 2009). Pozwala to na ich efektywne wykorzystywanie w hodowli
odpornosciowe;j tytoniu (Depta i in., 2023; Berbe¢ i Doroszewska, 2020).

Wiele gatunkow z rodzaju Nicotiana jest cennym zrodlem genetycznej odpornosci na
wirusy, m.in. wirusa Y ziemniaka (potato virus Y, PVY) (Depta i in., 2020; Doroszewska
I Depta, 2011; Czubacka i in., 2020; Doroszewska i Czubacka, 2008; Korbecka-Glinka i in.,
2017), wirusa bragzowej plamisto$ci pomidora na tytoniu (tomato spotted wilt virus, TSWV)
(Laskowska i Berbe¢, 2006; Laskowska i in., 2013; Depta i in., 2021), wirusa mozaiki tytoniu
(tobacco mosaic virus, TMV) (Depta i in., 2018). Obiekty z rodzaju Nicotiana zostaty rowniez
przebadane pod katem odpornosci na najwazniejsza chorobg grzybowa wystepujaca w Polsce,
czarng zgnilizng korzeni powodowang przez patogen Berkeleyomyces basicola (dawniej
Thielaviopsis basicola) (Berbe¢ i Trojak-Goluch, 2001; Doroszewska i Przybys, 2007). Obiekty
wykazujace odpornos¢ na choroby sa szeroko wykorzystywane w hodowli tytoniu prowadzonej
w IUNG-PIB w Pulawach. W wyniku prac hodowlanych przeniesiono odpornos¢ na
wirusa Y ziemniaka z dzikiego gatunku N. africana do tytoniu uprawnego odmiany
BP-210 (Doroszewska, 2010) uzyskujac linie tolerancyjne na najbardziej zjadliwe szczepy tego
wirusa. Nicotiana alata zostata wykorzystana, jako zrédto odpornosci na brazowa plamistos$é
pomidora i otrzymano cenne linie hodowlane (Laskowska i Berbe¢, 2006; Korbecka-Glinka,
2019). Odpornos¢ na czarng zgnilizne korzeni z sukcesem zostala przeniesiona z gatunkow
Nicotiana debneyi i Nicotiana glauca do tytoniu uprawnego. W wyniku tych prac uzyskano
nowe odporne odmiany (VRG 1, VRG 2, VRG 4, HTR 2, HTR 3, VRG 5TL, Wigola) (Berbe¢,
2006; Berbe¢, 2007; Trojak-Goluch, 2014). Przedstawione przyktady wykorzystania zrodet
odpornosci wskazujg jak wazne sg zasoby genowe 1 jak istotne sg odpowiednie warunki ich
przechowywania.

W niniejszej pracy poréwnano zywotno$¢ wybranych zasobow genowych rodzaju
Nicotiana znajdujacych si¢ w polskim banku gendéw z zasobami zgromadzonymi w niemieckim

banku, z uwzglednieniem réznych warunkoéw przechowywania.
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4.2. Zywotnos¢ i wigor nasion

Czynnikami wplywajacymi na potencjal fizjologiczny nasion jest zywotnos$¢ 1 wigor,
ktore regulujg zdolno$¢ nasion do wyrazania swoich funkcji zyciowych zarowno w korzystnych,
jak i w niekorzystnych warunkach $rodowiskowych (Marcos-Filho, 2015).

Zalecang metoda oceny jako$ci nasion w banku genow jest test kietkowania, poniewaz
jest to doktadna i niezawodna metoda (Fu i in., 2015). Jest on rekomendowany przez ISTA
(ang. International Seed Testing Association) oraz FAO i jest powszechnie stosowany.
Wolniejsze kietkowanie i wzrastajacy udziat nasion nieprawidtowo kietkujacych sa objawami
starzenia si¢ nasion (Roberts, 1972; Walters i in., 2005; Sano i in., 2016). Wigor nasion
definiowany jest przez ISTA jako suma tych wlasciwosci nasion, ktore okreslaja poziom
aktywnos$ci i1 zachowania si¢ nasion podczas kietkowania i wschodéw siewek w szerokim
zakresie warunkéw $rodowiska. A zatem nie jest to pojedyncza mierzalna wtasciwosé, lecz
pojecie zwigzane z jako$cig nasion, ktore obejmuje: szybko$¢ i rownomierno$é kietkowania
nasion iwzrostu siewek, zdolno$¢ nasion do kietkowania w niekorzystnych warunkach
srodowiskowych oraz zachowanie zdolno$ci kietkowania po dluzszym przechowywaniu
(ISTA, 2015).

Zywotnoéé nasion okre$la sie jako zdolnoé¢ do kielkowania, ktéra prowadzi do
powstania rosliny zdolnej do reprodukcji, czyli wytworzenia nasion (Sano i in., 2016). Mierzona
jest zdolnoscig kietkowania wyrazong procentowym udziatem nasion normalnie skietkowanych
po okreslonym czasie (Rao i in., 2017). Zdolno$¢ kietkowania ma podstawowe znaczenie
W ocenie nasion, zar6wno warto$ci siewnej jak i w ocenie materialu przechowywanego w banku
gendw (Hay 1 in. 2013, Fu 1 in, 2015). Maksymalny okres, w ktorym nasiona zachowuja
zywotnos$¢ okresla si¢ jako dlugos¢ zycia nasion (Nadarajan i in., 2023; Probert i in., 2007).
Szereg czynnikow decyduje o tym jak dtugo nasiona pozostajg zywotne. Dtugos¢ zycia nasion
zalezy przede wszystkim od czynnikdbw genetycznych jak 1 morfologicznych
charakterystycznych dla gatunku rosliny, a takze od warunkow siedliskowych i pogodowych
W okresie wzrostu i rozwoju ro$liny matecznej. Istotne znaczenie majg takze warunki
przechowywania nasion, gtownie temperatura 1 wilgotnos$¢ oraz zawarto$¢ tlenu w powietrzu
(Nadarajan i in., 2023; Solberg i in., 2020; Rao i in., 2017). Bardzo waznym parametrem jest

wilgotno$¢ nasion. Totez w zalezno$ci od tolerancji na odwadnianie nasiona zostaty podzielone
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na 3 kategorie: nasiona typu orthodox (tolerancyjne na wysychanie), nasiona typu recalcitrant
(wrazliwe na wysychanie) oraz nasiona posrednie (umiarkowanie tolerancyjne na wysychanie)
(Roberts, 1973; Walters i in, 2013; Zhang i in., 2021; Boczkowska i in., 2018). Szacuje sig, ze
okoto 75-80% roslin okrytozalazkowych wytwarza nasiona typu orthodox, ktore toleruja
suszenie ponizej 10% wilgotnosci, zazwyczaj nizszej niz wystepujacej naturalnie w przyrodzie.
W zwigzku z tak niskg zawarto$cig wody, nasiona typu orthodox mogg by¢ przechowywane
dhugoterminowo w temperaturze -18°C, co znaczaco wydluza czas, w ktorym zachowuja
zywotnos$¢ (Ellis i in., 1991; Walters i in., 2013; Walters, 2015). Wigkszos$¢ gatunkdéw roslin
uprawnych wystepujaca w strefie klimatu umiarkowanego wytwarza nasiona typu orthodox
(Boczkowska i in., 2018).

Zdolno$¢ kietkowania nasion maleje wraz z ich wiekiem, przy czym w zaleznos$ci od
gatunku, tempo utraty Zywotnos$ci nasion przechowywanych w tych samych warunkach jest
rézne (Walters i in.,, 2005; Nagel i Borner, 2010). Zoptymalizowanie warunkow
przechowywania pozwala na dlugotrwate utrzymywanie nasion w stanie zywym. Jednak proces
starzenia nie zostaje catkowicie zahamowany, a jedynie spowolniony, co sprawia, Ze nasiona
zdeponowane w bankach genow rowniez wymagaja regeneracji (Nadarajan i in., 2023;
Boczkowska i in., 2018). Jednakze dokonuje si¢ wszelkich staran, aby regeneracje prowadzic¢
mozliwie rzadko z uwagi na koszty z tym zwigzane oraz na utrzymanie obiektow w czystosci
genetycznej. Stad konieczno$¢ monitorowania zywotno$ci nasion. Co prawda czeste badania
zywotnosci powoduja utrate¢ nasion, ale nalezy pamigta¢, Ze opdZnienie monitoringu moze
prowadzi¢ do znacznego spadku zywotnosci. W konsekwencji zaawansowane starzenie si¢
nasion moze spowodowac zmiany genetyczne lub nawet utrate obiektu kolekcyjnego (Pathirana
i Carimi, 2022). Regeneracja powinna by¢ przeprowadzona, gdy zywotno$¢ spadnie ponizej
85% zywotnosci poczatkowej lub gdy ilo$¢ nasion pozostajaca w przechowalni jest mniejsza
niz wymagana dla trzech wysiewOw reprezentatywnej populacji danego obiektu. Ocena zmian
zywotno$ci  nasion  poszczegdlnych  gatunkow  roslin  poddanych dlugotrwatemu
przechowywaniu powinna by¢ przeprowadzona w sposob precyzyjny i wiarygodny (FAO,

2013; ISTA, 2015).
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4.3. Dlugos¢ zycia nasion w zaleznos$ci od warunkow przechowywania

Naukowcy zajmujacy si¢ badaniami dotyczacymi zywotnosci nasion roslin uprawnych
przechowywanych dlugoterminowo w temperaturze otoczenia jak i w obnizonej temperaturze
zgadzaja si¢, ze dlugos¢ zycia nasion zalezy od warunkoéw przechowywania i jest rézna
U poszczegdlnych gatunkow (Priestley i in., 1985; Steiner i Ruckenbauer, 1995; Walters i in.,
2005; Nagel i Borner, 2010). Nasiona mogg zachowywac¢ zywotnos¢ przez zaledwie kilka dni,
kilka miesigcy, przez kilka lub kilkanascie lat, a nawet przez dziesigciolecia (Zhang i in., 2021).
Tak duze réznice w zywotnos$ci nasion poszczegdlnych gatunkéw zalezg od tempa starzenia,
ktore zwigzane jest z procesami molekularnymi (Puchta i in., 2020), biochemicznymi (Sano
i in., 2015), fizjologicznymi (Bewley i Black, 2014) i metabolicznymi (Buitnik i Leprince,
2008). Pomimo wielu badan dotyczacych mechanizméw odpowiedzialnych za starzenie si¢
nasion, nie okreslono dotychczas, w jakim stopniu poszczegoélne czynniki decyduja o jego
tempie (Sano i in., 2015; Boczkowska i in., 2018; Nadarajan i in., 2023).

Ro$liny wyksztalcity dwie glowne strategie ochrony nasion przed czynnikami
stresujgcymi: system ochrony i naprawy. Mechanizm ochronny obejmuje m. in. tworzenie
szklistej cytoplazmy w celu zmniejszenia aktywno$ci metabolicznej komorek poprzez
ograniczenie mobilnosci molekut (Buitinik i Lepprince, 2008). Kolejny mechanizm to
produkcja przeciwutleniaczy, ktdre zapobiegaja akumulacji utlenionych makroczasteczek.
Z kolei system naprawczy usuwa uszkodzenia nagromadzone w DNA, RNA 1 biatkach dzigki
aktywnosci enzyméw uruchamianych w trakcie imbibicji (Sano i in., 2015).

Badania wskazuja, iz w stabilizacji stanu szklistego cytoplazmy i tolerancji nasion na
odwodnienie biorg udziat biatka LEA (ang. late embryogenesis abundant proteins). Wigkszos¢
badan in vivo wykazuje ochronng funkcje biatek LEA w odniesieniu do stresu osmotycznego.
Biatka te prawdopodobnie chronig zarodek przed wysuszeniem i1 zapobiegaja agregacji biatek.
Obnizenie poziomu transkryptu genoéw kodujacych biatka LEA wplynelo negatywnie na
dhugos¢ zycia nasion u Arabidopsis (Hundermarkt i in., 2011) i grochu (Dehaye i in., 1997).

Uwaza sig, ze jedng z gtdéwnych przyczyn starzenia si¢ nasion sg reaktywne formy tlenu
1 stres oksydacyjny powstaty w wyniku ich nagromadzenia si¢ w komorkach. Reaktywne formy
tlenu powoduja uszkodzenia biatek, kwasow nukleinowych, cukréw i lipidow zaburzajac

funkcjonowanie komorek. Badania wskazujg tez, ze metylacja DNA wptywa na starzenie si¢
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nasion. Wykazano, ze w starzejacych si¢ nasionach pszenicy (Singh i in., 2013) i Arabidopsis
(Cho i in., 2012) wzrastat poziom metylacji DNA.

W ostatnich latach prowadzone sg badania dotyczgce roli matoczgsteczkowych RNA
W procesie starzenia si¢ i kietkowania nasion. Wykazano, ze w kielkowanie nasion
zaangazowana jest duza liczba rodzin miRNA (mikroRNA), co wskazuje, iz czasteczki te moga
rowniez bra¢ udziat w regulacji procesu starzenia podczas dlugotrwatego przechowywania
(Puchta, 2020). Zbadano poziom miRNA w nasionach jeczmienia przechowywanych
dhugoterminowo. Poziom wigkszosci znanych i nowo zidentyfikowanych miRNA pozostawat
stabilny niezaleznie od tego, czy nasiona byty w pelni zywotne, czy charakteryzowaly si¢ bardzo
niskg zdolno$cia kietkowania, a takze czy byly dlugotrwale przechowywane, czy tez nie. Mozna
zatem stwierdzi¢, ze jest to jedyna klasa RNA, ktora nie ulega degradacji w starzejacych si¢
nasionach i jest wyjatkowo stabilna (Puchta i in., 2021).

Bardzo istotnym czynnikiem wptywajacym na zywotno$¢ nasion jest temperatura,
w jakiej s przechowywane. Priestley i in. (1985) zbadali wptyw przechowywania nasion
W temperaturze powyzej 0°C na zywotno$¢ 92 gatunkow roslin przetrzymywanych w 13
magazynach w réznych lokalizacjach na terenie réznych krajoéw. Nasiona byty przechowywane
w workach na potkach przez okres do 35 lat. Badania wykazaty, ze zywotno$¢ nasion obnizyta
si¢ w ciaggu kilku lat. Badane obiekty zachowaty zywotnos¢ srednio przez 7 lat, niektore z nich
krocej np. 5 lat, a niektore dtuzej np. 11 lat. Obliczono wskaznik P50 méwiacy o tym, po jakim
czasie zdolno$¢ kietkowania obnizy si¢ do 50% wyjSciowe] zdolno$ci kietkowania. Wartos¢
P50 dla badanych obiektow wynosita od 2,75 do 24,1. Badania przeprowadzone przez Nagel
i Borner (2010) rowniez wykazaty, iz u wigkszosSci testowanych obiektow przetrzymywanych
w temperaturze pokojowej (18 gatunkdéw przechowywanych przez 26 lat) Zywotno$¢ obnizyta
si¢ po 5-10 latach. Wyjatek stanowity niektore zboza i roéliny strgczkowe. Zywotno$é nasion
badanych gatunkéw pozostawala relatywnie wysoka, przez co najmniej pierwsze 2 lata
przechowywania, nastepnie obnizyla si¢ do 0 w ciggu 5-23 lat, co daje srednie P50 dla
wszystkich gatunkow na poziomie 8,6+/-3,6 lat. Najdtuzej zywotnos¢ zachowaty groch, fasola
I kukurydza (odpowiednio 23, 21, 19 lat), a najkrocej czosnek, szczypiorek i satata
(odpowiednio 51 7 lat).

Pierwsze badania dotyczace zywotnosci nasion przechowywanych w statych warunkach

zainicjowano wraz z tworzeniem odpowiednich przechowalni w bankach genéw
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(Walters 1 in., 2005). Pomimo duzej liczby bankéw gendw na $wiecie, niewiele jest
opublikowanych danych dotyczacych zywotno$ci nasion przechowywanych dtugoterminowo.

Nagel i in. (2010) przebadali po kilkadziesigt obiektow szesciu gatunkoé6w roslin, ktorych
nasiona byly przechowywane przez okres 26-33 lat w temperaturze 0°C w banku genow
w Gatersleben. Badania te pozwolity oceni¢ rdéznice zywotno$¢ nasion pomiedzy obiektami w
obrebie tego samego gatunku. Zywotno$é wszystkich badanych obiektow nie roznila si¢ istotnie
po 5 latach przechowywania, natomiast po 20 latach zaobserwowano juz znaczace zmiany.
Duze roznice w zywotnos$ci odnotowano u pszenicy, gdzie po 33 latach przechowywania jedne
obiekty zachowaly zdolno$¢ kietkowania na poziomie 87%, a u innych spadta ona do zera.
Natomiast dla jeczmienia przechowywanego w banku gendéw przez 35 lat zdolnos¢ kietkowania
wynosita od 43% az do 95% w zaleznosci od obiektu.

Badania dotyczace zywotnos$ci nasion obiektéw przechowywanych w banku genow
w USA przeprowadzita Walters wraz z zespolem (Walters 1 in., 2005). Byly one kontynuacja
badan zainicjowanych w 1977 przez Stanwood, w ktérych porownywano zywotnos$é 42
gatunkow przechowywanych w temperaturze +5, -18 i -196°C. Badania Walters objety az 41286
obiektéw nalezacych do 276 réznych gatunkdéw. Nasiona przechowywano przez okres 1681
lat, a sredni okres wynosit 38 lat. Nasiona przetrzymywano najpierw w temperaturze +5°C,
a nastgpnie zostaly przeniesione do przechowalni, w ktorej panowata temperatura -18°C. Dla
wigkszosci probek czas przechowywania w temperaturze -18'C wynosit 24-26 lat. Zdolnoéé
kietkowania obnizata si¢ w r6znym tempie dla poszczegdlnych obiektow. Zdolno$¢ kietkowania
u niektorych gatunkow obnizylta sie do 0% po 37 (Datura ferox), 33 (Capsicum baccatum), czy
18 (Bromus sitchensis) latach. Natomiast dla nasion Hibiscus micranthus po 40 latach
przechowywania zdolno$¢ kietkowania wynosita az 100%.

Dotychczas opublikowane badania dotyczace zywotnosci nasion z rodzaju Nicotiana
sg sprzeczne. Kincaid (1943) stwierdzil, Ze nasiona tytoniu stracity zdolnos¢ kietkowania po
trzech latach, kiedy byly przechowywane w pojemnikach w laboratorium.

Kolejne badania na temat zywotnosci nasion dotyczyly przechowywania ich w glebie.
Toole i Brown (1946) opublikowali wyniki dhugoletniego doswiadczenia dotyczacego
zywotnosci nasion réznych gatunkow roslin, ktore zakopano na roéznych glebokosciach

w glebie. Zdolno$¢ kietkowania oceniano przez 39 lat. Nasiona Nicotiana tabacum
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charakteryzowaty si¢ najwyzsza zdolno$cig kietkowania po 10 latach, ale po 39 latach
przechowywania w glebie nadal kietkowaty.

Pierwsze informacje na temat zywotnosci nasion w warunkach pozapolowych
przedstawione przez Priestley i in. (1985) uwzgledniaty rowniez tyton. Obliczono czas (P50),
po ktoérym wyjsciowa zdolnos¢ kietkowania obnizy si¢ do 50%. Dla Nicotiana tabacum czas
ten wynosit 10 lat.

Tyton uwzgledniono rowniez w badaniach dotyczacych zywotno$ci nasion
przechowywanych dhugoterminowo w banku genéw w USA (Walters i in., 2005). Zdolnos¢
kietkowania nasion Nicotiana tabacum przechowywanych przez 25 lat w temperaturze 5°C
wynosita 89%, natomiast wskaznik P50 wynosit 81 lat. Natomiast dla nasion Nicotiana tabacum
przechowywanych przez 45 lat w temperaturze -18°C (ale wczesniej przechowywanych
w +5°C) wskaznik P50 wynosit 31 lat, a zdolno$¢ kietkowania 13%, podczas gdy wyj$ciowa
zdolno$¢ kietkowania wynosita 91%. Biorac pod uwage wyniki badan wiasnych i dostepne
w literaturze, Walters i in. okreslili tyton jako gatunek o zréznicowanej zywotnosci.

W zwiazku z istniejgcymi rozbieznosciami dotyczacymi zywotno$ci nasion tytoniu
przechowywanych dlugoterminowo, w niniejszej pracy podjeto badania majace na celu ocene
zywotnosci nasion Nicotiana tabacum jak i Nicotiana rustica zdeponowanych w kolekcjach

r6znych bankow gendw w zréznicowanych warunkach przechowania.

4.4. ldentyfikacja QTL

Wiele rolniczo i ekonomicznie istotnych cech takich jak: plon i jego jako$¢, odporno$é na
niektore stresy biotyczne i abiotyczne, czy zywotnos$¢ nasion sg kontrolowane przez dzialanie
wielu genow tzw. poligenow (geny kumulatywne). Tego typu cecha nazywana jest ilosciowa,
a regiony genomu (loci) kontrolujace t¢ ceche nazywane sag QTL (ang. Quantitative Trait Loci)
(Szyp-Borowska, 2005). Pierwsze prace dotyczace poszukiwania loci odpowiedzialnych za
predyspozycje nasion do dlugotrwalego przechowywania podj¢to dla Arabidopsis (Bentsink
I in., 2000), a z ros$lin uprawnych — dla ryzu (Miura i in., 2002). Ponadto identyfikacji QTL

zwigzanych z zywotno$ciag nasion dokonano w takich roslinach uprawnych jak: soja
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(Singh iin., 2008), jeczmien (Nagel i in., 2014), kukurydza (Revilla i in., 2009), pszenica
(Landjevaiin., 2010; Rehman Arifi in., 2012), satata (Schwember i Bradford, 2010) czy rzepak
(Nagel i in., 2011).

U Arabidopsis zidentyfikowano cztery QTL zwigzane z zywotno$cig nasion
zlokalizowane na 3 chromosomach (Bentsink i in., 2000). Natomiast w kolejnych badaniach z
uzyciem innej populacji mapujacej (Clerkx i in., 2004) wykryto trzy QTL na trzech
chromosomach, z czego dwa loci znajdowaty si¢ w pozycjach bardzo zblizonych do tych
wykrytych przez zesp6t Bentsink (2000). Kolejne badania dotyczace genetycznych podstaw
zywotnos$ci nasion U Arabidopsis przeprowadzono na 6 populacjach RIL zaré6wno po
dhlugotrwatym przechowywaniu, jak i sztucznym starzeniu. Bioragc pod uwage rdézne parametry
kietkowania (czas do osiagniecia 10% 1 50% kietkowania) oraz pole powierzchni (AUC)
opisujace krzywa kietkowania na podstawie szybkosci kietkowania, zidentyfikowano pie¢ loci
zwigzanych z zywotno$cig nasion, rozmieszczone na 4 chromosomach (Nguyen i in., 2012).

Liczne badania dotyczace genetycznych podstaw zywotnos$ci nasion przeprowadzono dla
ryzu. Zostaly one zapoczatkowane przez Miura 1 in. (2002), a w kolejnych latach
zidentyfikowano ponad 70 QTL zwigzanych z zywotno$cig nasion i zdolnoscig do
dhugotrwatego przechowywania (Wu i in., 2021; Zeng i in., 2006; Xue i in., 2008; Gan i in.,
2005; Sasaki i in., 2005; Li i in., 2012). Wiele QTL regulujagcych zywotnos$¢ zostato
zidentyfikowanych dla takich cech jak: zawarto$¢ wolnych kwasow thuszczowych, szybkos¢
kietkowania, energia kietkowania, $redni czas kietkowania i P50 zaré6wno w nasionach
naturalnie starzejacych si¢ jak 1 sztucznie postarzanych (Wu i in., 2021).

Chociaz zidentyfikowano wiele QTL 1 genow powigzanych ze zdolnoscig
przechowywania nasion ryzu, szczegdtowe mechanizmy genetyczne odpowiedzialne za t¢
cechg¢ pozostajg nadal niejasne. Tylko kilka z wykrytych QTL zostalo doktadnie zmapowanych.
Sklonowano kilka genow takich jak: geny kodujace dehydrogenazg aldehydowa (zaangazowana
w usuwanie szkodliwych aldehydow powstatych w wyniku stresu oksydacyjnego w suchych
nasionach), lipooksygenaz¢ (katalizujagcg reakcje utleniania kwasow thuszczowych) oraz
O-metylotransferaze L-izoaspartylu (enzym przywracajacy funkcje bialek uszkodzonych
w wyniku starzenia) (Wu i in., 2021).

Badania dotyczace Zzywotnosci nasion 1 ich zdolno$ci do dtugotrwatego przechowywania

prowadzono réwniez w jeczmieniu. Nagel 1 in. (2009) przeprowadzili badania na 3 populacjach
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podwojonych haploidow poddanych sztucznemu postarzaniu. Zidentyfikowano QTL
wyjasniajace zmienno$¢ fenotypowsa az w 54%. Stwierdzono, ze allele pozytywnie warunkujace
zywotno$¢ nasion pochodzity od rodzicow wyksztatcajacych klosy o niezmienionej
architekturze oraz wytwarzajacych ziarno oplewione. Jest to cecha istotna, poniewaz oplewione
ziarniaki dhuzej zachowuja zywotno$¢. Lepsze zrozumienie genetycznych podstaw
dlugowieczno$ci nasion jeczmienia umozliwito potaczenie genetyki ilosciowej i technologii
"omicznych" w liniach blisko izogenicznych (NIL) jeczmienia. Analizy pozwolily na
zidentyfikowanie genu UDP-glikozylotransferazy, jako genu kandydackiego dla loci cech
ilosciowych zlokalizowanych na chromosomie 2H, a gen zaleznego od NADP enzymu
jabtczanowego (NADP-ME) jako mozliwy gen docelowy. Aby zweryfikowaé geny
kandydackie, przeniesiono je do mutanta Arabidopsis, ktorego nasiona charakteryzujg si¢ niska
zdolnoscig kietkowania. Ekspresja tych gendw wptyneta pozytywnie na zdolno$¢ kietkowania
nasion stransformowanego mutanta Arabidipsis nadp-mel. Nasiona mutanta z przeniesionymi
genami wykazywaly wyzsza zdolnos¢ kietkowania w teScie sztucznego postarzania
W pordéwnaniu z nasionami nietransformowanymi (Wozny, 2018).

Kolejnym gatunkiem ro$linnym, w ktorym dos¢ szeroko badano genetyczne podstawy
zywotnosci nasion jest pszenica. W pierwszych badaniach przeprowadzonych na populacji DIL
zidentyfikowano 5 QTL zwigzanych z Zywotno$cig nasion, ktore byly zbiezne z QTL
wykrytymi dla kietkowania i1 wigoru (Landjeva i in., 2010). W dalszych badaniach
wykorzystano 114 rekombinacyjnych linii wsobnych pszenicy do analizy QTL oraz 96 odmian
pszenicy do analizy asocjacji (GWAS) (Arif i in., 2012). W populacji mapujacej wykryto
regiony QTL dla zywotno$ci w nasionach poddanych dwdém testom postarzania. Co ciekawe
loci wykryte w nasionach postarzanych dwoma réznymi sposobami roznity si¢ od siebie.
Opracowanie znacznie bardziej nasyconej mapy opartej o 7584 markerow polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu (SNP) (Arif i in., 2021) pozwolito na wykrycie nowych loci
zwigzanych z Zywotnoscig nasion pszenicy. Znaleziono 31 QTL zwigzanych
z dlugowiecznoscig nasion oraz 14 innych QTL dla spoczynku. Ponadto w pszenicy wykryto 29
par epistatycznych QTL zwigzanych z Zywotnos$cig nasion, co bylo mozliwe w zwiazku
z opracowaniem nowych narzedzi statystycznych. Nastgpnie okreslono kolejne geny

kandydujace zwigzane z cechami powigzanymi z zywotno$cig nasion. Niektore z tych genow
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reguluja odporno$¢ roslin na stresy, a w pszenicy biorg udziat w odpornosci na fuzariozg ktosow
(Arifiin., 2022).

Badania nad genami lezagcymi u podstawy zZywotnosci nasion w trakcie przechowywania
prowadzono takze dla kukurydzy. Oceniono wigor 1 zdolno$¢ kietkowania wybranych linii
wsobnych kukurydzy przechowywanych przez okres 1-17 lat w kolekcji aktywnej
w temperaturze 2°C i wilgotnosci siegajacej 55% (Revilla i in., 2006). Zywotno$¢ nasion
zmniejszala si¢ liniowo wraz z wiekiem dla wigkszo$ci linii wsobnych, poza kilkoma
wyjatkami. Ponadto nasiona zregenerowane z probek przechowywanych przez ponad 10 lat
charakteryzowaty si¢ wickszym wigorem i zdolno$cig kietkowania w pordwnaniu do
poczatkowej zdolno$ci kietkowania. Nasiona zregenerowane z probek przechowywanych
kréotko nie rdéznily si¢ znaczaco parametrami kietkowania w pordéwnaniu do oryginalnych
nasion. Wyniki te wskazujg na dziatanie naturalnej selekcji podczas przechowywania. Nasiona
o stabym wigorze zamieraja, natomiast te, ktdre przetrwaja wytwarzaja nasiona o wigkszym
wigorze niz rodzice (Revilla i in., 2006). Zespot Revilla przeprowadzit dalsze badania,
w ktoérych porownano siewki kietkujacych nasion 1 zarodki z martwych nasion, co pozwolito na
wykrycie kolejnych QTL zwigzanych z Zywotnoscig nasion kukurydzy (Revilla i in., 2009).
Funkcje zaproponowanych gen6w kandydujacych zwigzanych z zywotnoscig nasion kukurydzy
byly powigzane z odpowiedzig na stres, z procesami energetycznymi w komorkach,
Z metabolizmem bialek 1 translacja, z modyfikacja biatek i transdukcja sygnatu oraz ze
wzrostem 1 podzialem komorek (Han i in., 2014). P6Zniejsze badania z mutantami kukurydzy
dostarczyly dowodow na to, ze zywotnos$¢ nasion kukurydzy jest regulowana przez ten sam gen,
ktorego ekspresja w siewkach jest indukowana przez stresy abiotyczne (chtod, odwodnienie,
wysokie zasolenie i stres cieplny). Gen ten peini role w stymulacji produkcji rafinozy, ktéra
wplywa pozytywnie na wigor nasion (Han i in., 2020). W kolejnych badaniach, w ktérych
wykorzystano populacje F2:3 oraz populacj¢ RIL, zidentyfikowano markery, ktore moga by¢
wykorzystane do selekcji genotypdéw kukurydzy o wysokim potencjale przechowalniczym
(Guoiiin., 2021).

Nowoczesne odmiany soi, ktoére opracowano z mys$la o wysokich plonach i szerokich
mozliwos$ciach adaptacyjnych, charakteryzuje szybka utrata wigoru nasion w trakcie
przechowywania, zwlaszcza w wysokiej temperaturze i wysokiej wilgotnosci powietrza.

Opracowano liczne markery molekularne, co ma duze znaczenie dla hodowli roslin, poniewaz
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ich zastosowanie umozliwia wyselekcjonowanie odmian Iub linii tolerujacych dlugotrwate
przechowywanie (Rao i in., 2023). Jedno z pierwszych badan opublikowanych w 2013 roku,
przeprowadzono na 33 genotypach soi, ktore roznily si¢ zdolnosciag przechowalniczg 1 kolorem
okrywy nasiennej. Wykorzystano markery genetyczne SSR 1 RAPD, ktore wykazaly zwigzek
pomi¢dzy kolorem okrywy nasiennej a tolerancjg nasion na przechowywanie. Genotypy
0 czarnej okrywie nasiennej charakteryzowaly si¢ wyzsza zdolno$cig przechowalnicza
W porOwnaniu z nasionami o okrywie zoéltej zard6wno w starzejacych si¢ naturalnie, jak
i sztucznie postarzanych (Hosamani i in., 2013).

Kolejne badania z wykorzystaniem naturalnie i sztucznie starzejacych si¢ nasion dwoch
populacji mapujacych RIL oraz genetycznej mapy o wysokiej rozdzielczosci pozwolily na
wykrycie kilkudziesigciu QTL w genomie soi. QTL dla cech zwigzanych z kietkowaniem
nasion, ktére zostaty znalezione w obydwu populacjach RIL i w obydwu warunkach starzenia,
sa to stabilne regiony genomowe regulujace dziedziczenie zdolnosci do przechowywania nasion
soi (Zhang i in., 2019).

Ostatnie dane na temat QTL zwigzanych z ZywotnoS$cia nasion soi przeprowadzono na
nasionach populacji RIL przechowywanych w -20°C (temperatura przechowywania w bankach
gendw) oraz sztucznie postarzanych. Nie wykryto QTL wspdlnych dla obydwu typow starzenia,
natomiast wytypowano 15 genoéw kandydackich, ktore moga determinowa¢ wigor nasion soi
(Wang iin., 2021).

Dotychczas tylko jedna praca (Schwember i Bradford, 2010) przedstawia genetyczne
podstawy zywotnosci nasion w trakcie dtugotrwatego przechowywania u sataty. Badania
opublikowane w 2010 roku przeprowadzono na nasionach populacji RIL starzejacych si¢
naturalnie oraz poddanych procedurze sztucznego postarzania. Zidentyfikowano wiele QTL
zwigzanych z Zywotnos$cig nasion salaty jednak nie znaleziono wspolnych QTL dla nasion
sztucznie postarzanych i przechowywanych konwencjonalnie. Autorzy wnioskuja, iz rézne
mechanizmy biorg udzial w starzeniu si¢ nasion przechowywanych konwencjonalnie a tych
poddanych sztucznemu postarzaniu. Ponadto nie wykryto tych samych QTL, gdy nasiona
populacji RIL byly pozyskiwane w roznych latach. Wskazuje to, ze zywotno$¢ i wigor nasion
sataty sa silnie uzaleznione od czynnikow Srodowiska, w ktérych nasiona si¢ rozwijaja

I dojrzewaja (Schwember i Bradford, 2010).
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Stosunkowo pdzne opublikowanie mapy genetycznej tytoniu wynika zapewne z wielko$ci
jego genomu. Szacuje si¢, ze genom tytoniu ma wielko$¢ okoto 4,5 miliarda par zasad i jest 4
razy wiekszy od genomu pomidora 1 ziemniaka, a takze 1,5 raza od genomu ludzkiego. Wynika
to z faktu, iz gatunek Nicotiana tabacum powstat w wyniku hybrydyzacji pomiedzy dwoma
gatunkami: N. sylvestris i N. tomentosiformis (Kenton i in., 1993). Wielko$¢ i ztozono$¢ genomu
tytoniu spowodowata, ze w pordwnaniu do innych gatunkow, byt on w niewielkim stopniu
opisany molekularnie (Bindler i in., 2007). Dopiero w ostatnich latach podjeto dziatania majace
na celu poznanie genomu tytoniu uprawnego, a uzyskane dane sg systematycznie umieszczane
na stronach RIKEN Center for Biosystems Dynamics i NCBI GenBank.

Pierwsza mapa genetyczna tytoniu zostata opublikowana w 2007 roku (Bindler i in.,
2007). Powstata w oparciu o 282 markery mikrosatelitarne i cho¢ nie pokryta w pelni genomu,
dostarczyta cennych informacji i stata si¢ podstawg badan genetycznych nad tytoniem (Moon
I in., 2008; Vontimitta i in., 2010). Poniewaz jednak mapa ta nie byta wystarczajaca do wielu
celow hodowlanych, totez w 2011 roku zespo6t Bindlera opublikowal nowa map¢ w oparciu
0 5119 nowych i1 funkcjonalnych markeréw mikrosatelitarnych. Dzigki temu mapa mogta zosta¢
wykorzystana w hodowli tytoniu czy analizach porownawczych genomu (Bindler i in., 2011).
Opracowanie coraz wigkszej liczby markerow w kolejnych latach umozliwito skonstruowanie
wysokorozdzielczych map genetycznych (Tong i in., 2020, Tong 1 in., 2023) pozwalajac na
zwigkszenie precyzji mapowania QTL.

W zwiazku z tym, iz mapy genetyczne tytoniu zostaty opracowane stosunkowo niedawno,
niewiele jest badan dotyczacych mapowania QTL w tym gatunku. Dotychczas mapowanie QTL
wykorzystywano w tytoniu przede wszystkim do identyfikacji regionow zwigzanych
z odpornosciag na choroby grzybowe (Vontimitta i Lewis, 2012a; Vontimitta i Lewis, 2012b;
Xiao i in., 2013) i bakteryjne (Nisi i in., 2013; Drake—Stowe i in., 2017) oraz z cechami
agronomicznymi i jako$ciowymi surowca (Lewis i in., 2007; Julio i in., 2006; Tong i in., 2023).
Nie prowadzono natomiast mapowania QTL zwigzanych z zywotno$cig nasion tytoniu, co stato

si¢ przedmiotem badan zawartych w niniejszej pracy.
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5. Material i metody badawcze

5.1. Material badawczy

5.1.1. Material w badaniach dotyczacych oceny zywotnosci nasion

Do oceny wptywu warunkow przechowywania na zywotnos$¢ nasion rodzaju Nicotiana
materiat badawczy stanowity:

a. nasiona 110 obiektow gatunku Nicotiana tabacum wybranych losowo z kolekcji
krajowej, zregenerowanych w latach 2000-2010 w Instytucie Uprawy Nawozenia
I Gleboznawstwa — PIB w Pulawach, przechowywanych przez okres od 2 do 12 lat
w papierowych torebkach w laboratorium IUNG-PIB w temperaturze pokojowej
18-22°C i wilgotnosci powietrza w pomieszczeniu 45-60% RH; z kazdego roku
wybierano losowo po 10 obiektow;

b. nasiona 104 obiektow Nicotiana tabacum i Nicotiana rustica zregenerowanych w latach
2000-2010 w Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research w Gatersleben,
przechowywanych przez okres od 2 do 12 lat w papierowych torebkach w warunkach
podlegajacych Scistej kontroli (20,3£2,3°C; 50,5+6,3% RH w pomieszczeniu); z kazdego
roku wybierano losowo 10 obiektow (z wyjatkiem roku 2001, kiedy przebadano
9 obiektow i roku 2000, gdy przebadano 5 obiektow);

c. nasiona 227 obiektoéw Nicotiana tabacum zregenerowanych w latach 1981-2000
w Instytucie Uprawy Nawozenia 1 Gleboznawstwa — PIB w Pulawach,
a przechowywanych w przechowalni $rednioterminowej KCRZG IHAR-PIB, przez
okres od 14 do 33 lat w papierowych torebkach w szklanych stoikach zamykanych
prozniowo, w temperaturze 0°C i przy wilgotnosci nasion 4% (tab. 2);

d. nasiona 226 obiektow rodzaju Nicotiana tabacum i Nicotiana rustica zregenerowanych
w latach 1975-2000 w Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research
w Gatersleben (IPK) przechowywanych w przechowalni dtugoterminowej przez okres
od 14 do 39 lat w hermetycznych szklanych stoikach, w temperaturze -18°C i przy

wilgotnos$ci nasion 6% (tab. 2).
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Tabela 2. Liczba obiektow N. tabacum i N. rustica wybranych do badan i zregenerowanych w IUNG-PIB i IPK
(nasiona zdeponowano w przechowalniach $rednio- i dtugoterminowych odpowiednio IHAR-PIB i IPK) w latach

1975-2000
Liczba obiektow zregenerowanych w:
Rok regeneracji IPK IUNG-PIB
N. tabacum | N. rustica N. tabacum
1975 82 22 -
1976 42 20 -
1977 26 7 -
1978 17 21 -
1979 9 1 -
1980 1 3 -
1981 23 5 20
1982 10 1 19
1983 - - 23
1984 3 4 20
1985 5 9 -
1987 2 4 -
1988 2 - 25
1989 2 - -
1990 - 1 20
1991 2 - -
1994 - - 20
1996 - - 20
1997 - - 20
1998 - - 20
2000 - - 20
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5.1.2. Material badawczy wykorzystany do identyfikacji QTL

warunkujacych zywotno$¢ nasion Nicotiana tabacum

W  celu identyfikacji rejondow QTL warunkujacych zywotno$¢ nasion tytoniu
wykorzystano dwie populacje mapujace stworzone wcze$niej do identyfikacji loci
warunkujacych odpornos¢ na zgnilizne pierScieniowa podstawy todygi w tytoniu powodowang
przez Phytophthora nicotianae (Xiao i in., 2013; Vontimitta i Lewis, 2012).

Populacje te postuzyly do badan zwigzanych z zywotnos$cig nasion, poniewaz odmiany
rodzicielskie wykorzystane do krzyzowania réznity si¢ takze pod wzgledem tej cechy
(co potwierdzity wstepne badania wtasne). Ponadto badania nad innymi gatunkami réwniez
wskazywaly, iz geny warunkujgce zywotnos$¢ nasion czgsto znajdowaty si¢ w tym samym locus
co geny warunkujace odporno$¢ na choroby (Arif i in., 2022).

Pierwsza populacja mapujaca wykorzystana w badaniach skladata si¢ ze 122
rekombinacyjnych linii wsobnych otrzymanych w wyniku krzyzowania odmiany uprawnej
tytoniu cygarowego Florida 301 i odmiany tytoniu papierosowego jasnego Hicks, z ktorych
pierwsza jest odporna, a druga podatna na zgnilizng pierscieniowa podstawy todygi. Populacja
mapujaca zostata uzyskana technika pojedynczego ziarna. Populacj¢ zmapowano przy uzyciu
339 markerow mikrosatelitarnych. Nasiona populacji RIL zostaty uzyskane w 2007 roku,
natomiast nasiona linii rodzicielskich uzyskano w 2004 roku. Do czasu przeprowadzenia badan
wlasnych w 2014 roku nasiona przechowywano w laboratorium (North Carolina State
University, USA) w temperaturze otoczenia i wzglednej wilgotnosci powietrza wynoszacej
okoto 30% (Xiao i in., 2013).

Druga populacje mapujacg stanowilo 118 osobnikow podwojonych haploidow
otrzymanych w wyniku krzyzowania linii tytoniu cygarowego Beinhart—1000 odpornej na
zgnilizne pierScieniowg podstawy todygi 1 podatnej odmiany Hicks. Do utworzenia mapy
genetycznej otrzymanej populacji wykorzystano 256 markerow mikrosatelitarnych. Nasiona
zostaly wyprodukowane w szklarni w Raleigh, North Carolina State University, USA w 2014
roku. Po zbiorach, do momentu wykonania badan wtasnych w 2016 roku, byty przechowywane
w laboratorium w temperaturze otoczenia w warunkach niskiej wilgotnosci wzglednej

powietrza wynoszacej okoto 30% (Vontimitta i Lewis, 2012).
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5.2. Metody badawcze

5.2.1. Test kielkowania

Zywotno$¢ nasion tytoniu oceniano za pomoca testu kietkowania. Zdolno$¢ kietkowania
okreslano zgodnie z metodyka opracowana przez ISTA (2012). Testy wykonano na kietkowniku
Jacobsena (Laborstet, Polska) (rys. 2a), na ktory wyktadano po 50 nasion (rys. 2b) kazdego
obiektu w dwoch powtoérzeniach dla nasion z przechowalni srednio— i dlugoterminowej i w
trzech powtorzeniach dla nasion przechowywanych w temperaturze pokojowej. Po 7 dniach
liczono skietkowane nasiona oraz siewki rozwijajace si¢ prawidlowo (rys. 2¢, 2d). Zdolnos¢
kietkowania na poziomie 75% przyjeto jako wartos$¢, ponizej ktorej obiekty przechowywane w
banku genéw nalezy odnowi¢. Okres$lono zdolno$¢ kietkowania czyli procentowy udziat nasion
wytwarzajacych siewki sklasyfikowane jako normalne, bez deformacji, z wyksztalconymi
liScieniami i1 korzeniami (NG — normal germination) oraz procentowy udzial wszystkich

kietkujacych nasion (TG — total germination).

i\\.-A k lf‘ On ‘

Rysunek 2. Test kietkowania tytoniu (a - kietkowanie nasion na kietkowniku Jacobsena, b - wytozone nasiona,
¢ - 7-dniowe siewki, d - klasyfikacja siewek na normalne - dolny rzad i nienormalne - gorny rzad)
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Do obliczenia udziatu obiektow ze zdolnoscig kietkowania wigksza niz 75% (dla siewek
normalnych) w odniesieniu do czasu przechowywania wykorzystano regresje logistyczna.
Analize przeprowadzono za pomocg programu GenStat 16th Edition (VSN International Ltd.,
Hemel Hempstead, Wielka Brytania).

Aby porownaé¢ wyjSciowa zywotno$¢ nasion z materialem testowanym po
przechowywaniu, wykonano wykresy ramka-wagsy w programie Origin 8.6 (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, USA).

5.2.2. Test kontrolowanego starzenia

Do oceny réznic w zywotnoS$ci nasion, ktore moglyby wystapi¢ w trakcie dtugotrwatego
przechowywania wykorzystano test tzw. kontrolowanego starzenia (CD - controlled
deterioration). Test ten stuzy do prognozowania tempa starzenia si¢ nasion. Test wykonano dla
populacji mapujacych (Hay i in., 2008). Aby uzyska¢ identyczng wyjsciowa wilgotnos$¢ nasion,
umieszczono je w papierowych torebkach i przechowywano w temperaturze 22°C+2°C
I wilgotnosci powietrza wynoszacej 10%. Nastepnie torebki z nasionami umieszczono na
plastikowych stojakach, ktore znajdowaly si¢ nad 8,7 M roztworem chlorku litu w hermetycznie
zamknigtych pojemnikach. Pojemniki umieszczono w fitotronie i przechowywano
w temperaturze 20°C przez 7 dni. Zastosowanie 8,7 M roztworu chlorku litu i temperatury 20°C
pozwolito na uzyskanie wewnatrz pojemnika wilgotnosci wzglednej powietrza wynoszacej
47%. Etap ten minimalizuje zmian¢ zawartosci wilgoci w nasionach, gdy probki sg przenoszone
do warunkéw, w ktorych nastepuje starzenie. Nastepnie roztwor chlorku litu zamieniono na
7,1 M i pojemniki umieszczono w fitotronie w temperaturze +45°C, co pozwolito osiggnaé
wzgledng wilgotnos¢ powietrza wewnatrz pojemnika wynoszacg 60%. Nasiona
przetrzymywano w tych warunkach przez 30 dni. Dlugos$¢ ekspozycji na stres dobrano
w badaniach wstepnych. Obiekt kontrolny stanowity nasiona niepoddawane starzeniu. Do testu
kietkowania uzyto po 50 nasion w czterech powtdrzeniach dla obiektow kontrolnych i dla nasion
postarzanych. Nasiona wyktadano na zwilZzone krazki bibuly umieszczone w szalkach Petriego.
Test prowadzono w fitotronie w temperaturze 30/20°C w cyklu 8/16 h dzien/noc (rys. 3).
Kietkujace nasiona liczono po 10 dniach od wytozenia okreslajac procentowy udziat nasion

wytwarzajacych siewki normalne oraz liczbe skietkowanych nasion (ISTA, 2014).

32



5.2.3. Szybkos¢ kielkowania

Dla osobnikoéw populacji mapujgcych oceniono szybko$¢ kietkowania — jeden
Z parametrow opisujacych wigor nasion. W tym celu kazdego dnia okreslano liczbe
skietkowanych nasion w trakcie trwania eksperymentu. Na podstawie uzyskanych wynikow,
przy uzyciu pakietu Germinator (Joosen i in., 2010), okreslono czas potrzebny do skietkowania
50% nasion w probie (T50) oraz parametr AUC (ang. Area Under the Curve), czyli pole
powierzchni pod krzywa czasu kietkowania. Parametr AUC wyznaczono po 200 godzinach od

momentu wylozenia nasion na bibufe.

Rysunek 3. Ocena szybkosci kietkowania nasion tytoniu: a - wylozone nasiona, b — 10-dniowe siewki,
¢ - doswiadczenie prowadzone w fitotronie
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5.2.4. Identyfikacja QTL dla cech zwiazanych z dlugoscia Zycia nasion

Nasiona poddane starzeniu (Controlled Deterioration — CD) oraz kontrolne (Control — C)
analizowano pod wzgledem czterech cech zwigzanych z kietkowaniem nasion:

a. zdolnos¢ kietkowania - udzial nasion wytwarzajacych siewki sklasyfikowane jako
normalne (Normal Germination — Control, %NG-C; Normal Germination-Controlled
Deterioration, %NG-CD);

b. liczba skietkowanych nasion (Total Germination-Control, %TG-C, Total Germination-
Controlled Deterioration, % TG-CD);

C. czas potrzebny do skietkowania 50% nasion w probie (T50-C, T50-CD);

d. parametr AUC (Area Under the Curve — pole powierzchni pod krzywa czasu
kietkowania, pomigdzy t=0 a zdefiniowanym przez uzytkownika punktem koncowym

t=x), wyznaczone po 200 godzinach kietkowania (AUC-C, AUC-CD).

W celu identyfikacji QTL na uprzednio skonstruowanej mapie genetycznej populacji
mapujacej RIL powstatej w wyniku krzyzowania osobnikéw rodzicielskich Florida 301 x Hicks
zastosowano ztozone mapowanie interwatowe (Composite Interval Mapping — CIM) przy
uzyciu programu QTL Cartographer 2.5 (Zeng, 1994).

Te QTL, dla ktorych krzywa LOD (ang. logarithm of odds, test logarytmiczny okreslajacy
pewnos¢ lokalizacji QTL w danym miejscu na chromosomie) przekroczyta wartos$¢ 3, a warto$¢
wspotczynnika determinacji R? byla > 10%, uznano za istotne statystycznie loci i nazwano
gléwnym QTL (major QTL). Natomiast QTL, dla ktorych wartos¢ LOD byta mniejsza od 3, ale
wigksza niz 2 1 ktore wystgpowaly w rejonie, gdzie zlokalizowano glowne QTL, byty rowniez
brane pod uwagg i uznane jako te 0 mniejszym znaczeniu (minor QTL). Gtowne QTL mozna
zaliczy¢ do stabilnych QTL, podczas gdy mniejsze QTL moga by¢ wrazliwe na warunki
srodowiskowe.

Z kolei dla populacji mapujacej DH powstatej w wyniku krzyzowania osobnikdéw
rodzicielskich Beinhart-1000 x Hicks do identyfikacji regionow QTL zwigzanych
Z zywotno$cig nasion zastosowano integracyjne zlozone mapowanie interwatowe
(ICIM — inclusive composite interval mapping) w programie IciMapping v4.2.53. Dla

wszystkich analiz przyjeto krok rowny 1 cM. Te QTL, dla ktorych wartosci LOD byly wieksze
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od 2 a mniejsze od 3, postuzyty do identyfikacji QTL okreslanych jako istotne (significant
QTL), natomiast kiedy warto§¢ LOD przekraczata 3, mapowane QTL uznawano jako wysoce
istotne (highly significant QTL) (Meng i in., 2015). W przypadku populacji mapujacej
Beinhart-1000 x Hicks wybrano integracyjne zlozone mapowanie interwalowe, poniewaz
metoda ta zostala opracowana niedawno i w porownaniu ze zlozonym mapowaniem
interwalowym wykrywa wigkszg liczbe prawdziwie dodatnich QTL i mniejszg liczbe fatszywie
dodatnich QTL, wykazuje wigkszg moc i1 precyzje mapowania. ICIM zachowuje wszystkie
zalety CIM 1 zostala rozszerzona o mapowanie addytywnych i dominujacych QTL,
epistatycznych QTL i oddzialywan QTL w zalezno$ci od srodowiska (Meng i in., 2015).
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6. Wyniki badan

6.1. Wplyw warunkow przechowywania na zywotno$¢ nasion obiektow
z rodzaju Nicotiana

6.1.1. Porownanie zywotnosci nasion tytoniu  przechowywanych

w warunkach niepodlegajacych Scislej kontroli oraz w warunkach

kontrolowanej temperatury i wilgotnosci wzglednej powietrza

Przeprowadzono oceng zywotnosci nasion z rodzaju Nicotiana przechowywanych przez
okres od 2 do 12 lat w kolekcji roboczej IUNG-PIB w Putawach oraz w banku genéw IPK
w Gatersleben. Istotne znaczenie w badaniach mialy zrdéznicowane warunki temperatury
I wilgotnosci podczas przechowywania nasion w tych dwoch lokalizacjach. W IUNG-PIB
warunki te nie byly state, a temperatura powietrza w pomieszczeniu z szafami, w ktorych
przechowywano nasiona wahata si¢ od 18-22°C, natomiast wilgotno$¢ wzgledna powietrza
miescita si¢ w przedziale 45—60%. W IPK warunki przechowywania podlegatly $cistej kontroli,
temperatura powietrza wynosita 20,3+2,3°C, a wilgotno$¢ wzgledna powietrza 50,5+6,3%.

Warunki przechowywania nasion miaty wptyw na zachowanie zdolnos$ci kietkowania.
Udziat obiektow zachowujacych zdolno$¢ kietkowania wyzszg niz 75% (uwzgledniajac tylko
siewki normalne) wynosit 90% po 2 latach w obydwu przechowalniach. Zdecydowana r6znica
wystapita po 12 latach, kiedy zdolnos¢ kietkowania nasion przechowywanych w IUNG-PIB
byta ponizej 75%. Natomiast state warunki temperatury i1 wilgotnosci w IPK zapewnity
kietkowanie 40% badanych nasion na poziomie powyzej 75%, czyli takim, jaki jest pozadany
w przechowalnictwie (rys. 4).

Przedstawione wyniki wskazuja, ze nasiona obiektow rodzaju Nicotiana przechowywane
w warunkach niepodlegajacych $cistej kontroli szybciej ulegly procesom starzenia i tracity
wigor. Z kolei w warunkach stalej temperatury i wilgotnosci powietrza proces starzenia

przebiegat znacznie wolniej. Wyniki tych badan opublikowano w pracy Agackiej i in. (2013).
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Rysunek 4. Udziat obiektow ze zdolnoscig kietkowania > 75% w zalezno$ci od warunkow przechowywania nasion
a - nasiona N. tabacum przechowywane w warunkach niekontrolowanych b - nasiona N. tabacum i N. rustica
przechowywane w statej temperaturze i wilgotnosci

6.1.2. Porownanie zywotnosci nasion tytoniu przechowywanych

w temperaturze 0°C i -18°C

Przeprowadzono badania zdolnosci kietkowania nasion przechowywanych w IHAR-PIB,
gdzie temperatura wynosita 0°C oraz przechowywanych w banku genéw IPK w temperaturze
-18°C. Wyjsciowa zdolnos¢ kietkowania obiektow zdeponowanych w przechowalni IHAR-PIB,
wczesniej regenerowanych w IUNG-PIB w latach 1981-2000, byta wysoka, z medianami
w zakresie od 90 do 100%, a 25. i 75. percentyl miescit si¢ w zakresie od 85 do 100% (rys. 5).
Testy kietkowania przeprowadzone w 2014 roku, kiedy obiekty byty przechowywane
w IHAR-PIB od 14 do 33 lat w temperaturze 0°C, wykazaty obnizenie zdolnos$ci kietkowania

do mediany wynoszacej okoto 50%, a 25. i 75. percentyl miescit si¢ w zakresie od 24 do 75%.
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Rysunek 5. Poczatkowa zdolno$¢ kietkowania obiektoéw N. tabacum regenerowanych w IUNG-PIB,
a przechowywanych w IHAR-PIB w latach 1981-2000 oraz zdolno$¢ kietkowania tych obiektéw testowana
w 2014 roku. Ramka jest determinowana przez 25. i 75. percentyl, poprzeczna linia okre$la mediang. Wasy sa
determinowane przez 5. i 95. percentyl (najnizsza i najwyzsza wartos$c¢, ktora nie odstaje od pozostatych), gwiazdki
przez 1.199. percentyl (warto$¢ minimalna i maksymalna)

Poczatkowa zdolnos¢ kietkowania obiektow regenerowanych w latach 1975-1991 w IPK
byta wysoka (rys. 6). Mediany w poszczegoélnych latach wahaty si¢ pomigdzy 90 a 100%,
Z wyjatkiem lat 1984 1 1991, w ktorych wartosci mediany wynosity okoto 80%. Jednak w tych
latach niewiele obiektow zostato zregenerowanych — 4 nalezace do N. tabacum i 3 do N. rustica
w roku 1984 oraz 2 obiekty N. rustica w 1991 roku. Testy kietkowania wykonane w 1993 roku
w IPK dla przechowywanych obiektow wykazaly wysoka zdolnos¢ kietkowania. Mediany dla
obu gatunkow wyniosty powyzej 95%, a 25. i 75. percentyl miescity si¢ w zakresie od 90 do
100% (rys. 6).

Testy kietkowania wykonane w 2013 roku, kiedy nasiona byly przechowywane od 22 do
38 lat w temperaturze -18°C, wykazaty, iz zdolnos¢ kietkowania obnizyta si¢, niemniej jednak
mediany zarowno dla N. tabacum jak i N. rustica nadal byly w granicach 80%, a 25. i 75.

percentyl miescily si¢ w zakresie od 70 do 90% (rys. 6).
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Rysunek 6. Poczatkowa zdolnos¢ kietkowania obiektow N. rustica i N. tabacum regenerowanych w latach 1975-
1991 w IPK oraz zdolno$¢ kietkowania tych obiektow testowana w latach 1993 i 2013. Ramka jest determinowana
przez 25. i 75. percentyl, poprzeczng lini¢ okre$la mediana. Wasy sa determinowane przez 5. i 95. percentyl
(najnizsza i najwyzsza warto$¢, ktora nie odstaje od pozostatych), gwiazdki przez 1. i 99. percentyl (warto$é
minimalna i maksymalna)

Nasiona testowanych obiektow charakteryzowaly si¢ wysoka wyjsciowa zdolno$cia
kietkowania wynoszaca od 90 do 100%, co oznacza, iz regeneracja materiatu utrzymywanego
w kolekcjach wykonana zostata we wtasciwy sposob.

Zywotno$¢ nasion badanych obiektéw kolekcji Nicotiana obnizala si¢ w réznym tempie
w trakcie dtugotrwatego przechowywania w bankach genow. Test kietkowania przeprowadzony
dla obiektow kolekcji Nicotiana przechowywanych w temperaturze 0°C oraz -18°C wykazat
znaczace roznice w zywotno$ci nasion w zaleznosci od zastosowanej temperatury (rys. 7).
Nasiona przechowywane w temperaturze 0°C znaczniej szybciej ulegly procesom starzenia
I tracily zywotnos¢. Po 10 latach przechowywania w temperaturze 0°C zdolno$¢ kietkowania
powyzej 75% zachowato 70% testowanych obiektow, ale juz po 33 latach liczba takich
obiektéw spadta ponizej 10%. Po 12 latach przechowywania udziat obiektow ze zdolnos$cia
kietkowania >75% znaczaco si¢ obnizyt (rys. 7).

Nasiona przechowywane w temperaturze -18°C znacznie dhuzej zachowaly zdolnosé¢
kietkowania na poziomie niewymagajgcym regeneracji. Okoto 90% testowanych obiektow
z kolekeji Nicotiana przechowywanych przez 20 lat w temperaturze -18°C zachowata zdolnos¢
kietkowania powyzej 75%, a po 38 latach przechowywania zdolno$¢ kietkowania powyzej 75%
zachowalo blisko 60% badanych obiektow. Wyniki opublikowano w pracy Agackiej i in.
(2014).

39



Udziat obiektéw ze zdolnoscig kietkowania >75%
Udziat obiektéw ze zdolnoscig kietkowania >75%

0.4+
o)
0.2+ i
e N. rustica
o N. tabacum
0.0y N 1 . 12 o, 9 !
T T + T + T + T
0 10 20 30 40
Czas przechowywania (lata) Czas przechowywania (lata)

Rysunek 7. Udziat obiektow ze zdolnoscig kietkowania > 75% w zalezno$ci od warunkow przechowywania.
a - nasiona N. tabacum przechowywane w temperaturze 0°C; b - nasiona N. tabacum i N. rustica przechowywane
w temperaturze -18°C

6.2. Identyfikacja QTL dla cech zwiazanych z dlugoscia zycia nasion

6.2.1. Charakterystyka fenotypowa populacji RIL Florida 301 x Hicks

Cechy ilo$ciowe charakteryzuje zmiennos$¢ ciaglta, poniewaz wiele gendw o niewielkim
pojedynczym wptywie bierze udziat w ksztattowaniu danej cechy. Rozktad cech ilosciowych
czesto jest normalny lub zblizony do normalnego, poniewaz réznice pomiedzy fenotypami sg
niewielkie. Dlatego wartosci cechy w populacji przyjmuja szeroki zakres i nie tworza
wyraznych klas jak w przypadku cech jakosciowych. W zwigzku z tym, przed przystapieniem
do okreslenia sposobu dziedziczenia danej cechy 1 wyboru odpowiednich metod, nalezy ocenié
charakter zmiennosci badanej cechy.

Rozktad badanych cech fenotypowych (zdolnos¢ kietkowania, liczba skietkowanych
nasion, czas potrzebny do skietkowania 50% nasion w probie, parametr AUC) w populacji RIL
jak i dla osobnikow rodzicielskich przedstawiono narys. 81 9.

Bezposrednie poréwnanie cech kietkowania rodzicow 1 potomstwa nie bylo mozliwe,
poniewaz nasiona osobnikow rodzicielskich regenerowano w innym roku niz potomstwa,
dlatego tez oceniano rodzicow i potomstwo osobno. Nasiona kontrolne odmiany Hicks
charakteryzowaty sie wyzsza zdolno$cig kietkowania w poréwnaniu z odmiang Florida 301

(rys. 8). Natomiast w tescie sztucznego starzenia Florida 301 okazata si¢ bardziej tolerancyjna
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na stres zwigzany z postarzaniem w stosunku do odmiany Hicks, dla ktorej udziat procentowy

nasion normalnie kietkujacych znacznie si¢ obnizyl w poréwnaniu do nasion kontrolnych

niepostarzanych.
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Rysunek 8. Charakterystyka rozktadu cech w populacji RIL Florida 301 x Hicks dla nasion kontrolnych i nasion
poddanych sztucznemu starzeniu. Cechy wyrazone procentowo: udzial wszystkich kietkujgych nasion (%TG)
i zdolno$¢ kietkowania (%NG). Pozycje rodzicow na tle potomstwa oznaczono strzatkami.

Podobne wyniki zaobserwowano badajac parametry opisujace szybkosc¢ kietkowania takie

jak: T50 i AUC (rys. 9). Nasiona kontrolne odmiany Hicks kietkowaty szybciej (nizsze T50),

osiggajac wyzsze wartosci parametru AUC w pordwnaniu do odmiany Florida 301. Jednak po

zastosowaniu warunkow stresowych w tescie kontrolowanego starzenia, wyniki uzyskane dla

odmian rodzicielskich ulegly odwroceniu, co ponownie wskazuje, ze nasiona odmiany Florida

301 charakteryzowaty sie¢ wyzszg zywotno$cig (rys. 9).
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Rysunek 9. Charakterystyka rozktadu cech T50 i AUC w populacji RIL Florida 301 x Hicks dla nasion kontrolnych
i nasion poddanych sztucznemu starzeniu. Pozycje rodzicéw na tle potomstwa oznaczono strzatkami.

Rozktad cech zwigzanych z Zywotno$cia nasion w populacji RIL, zar6wno w przypadku

obiektu kontrolnego jak i po tescie kontrolowanego starzenia, wyraznie wskazuje na ilo§ciowe

dziedziczenie badanych cech.

Wptyw warunkéw stresowych byl bardziej widoczny dla cech zwigzanych z szybkoscig

kietkowania, poniewaz zaobserwowano znaczacy wzrost wartosci T50 i obnizenie wartosci

AUC w nasionach postarzanych.

6.2.2. ldentyfikacja QTL w populacji RIL Florida 301 x Hicks dla cech

zwigzanych z zywotnoscig nasion

W wyniku mapowania QTL wykryto siedem gtéwnych QTL i dwa o mniejszym znaczeniu

na czterech chromosomach dla badanych cech zwigzanych z zywotnos$cig nasion tytoniu
w populacji RIL Florida 301 x Hicks (rys. 10, tab. 3).
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Tabela 3. Charakterystyka QTL dla analizowanych cech: liczba kietkujacych nasion (%TG-C, %TG-CD),
zdolnoé¢ kietkowania (%NG-C, %NG-CD), czas potrzebny do skietkowania 50% nasion w probie (T50-C,
T50-CD) oraz pole powierzchni pod krzywa po 200 h kietkowania (AUC-C, AUC-CD) dla nasion kontrolnych
(C) i nasion sztucznie postarzanych (CD)

Marker Pozycja markeru Rodzic bedacy
e - R? donorem
QTL Chromosom najblizej na chromosomie | LOD .
olozon (cm) (%) allelu pozytywnie
P y ksztaltujacego ceche
%TG-C 8/18 TM10358 78,24 6,67 | 18,3 Hicks
T50-C 23 TM11105 0,467 3,39 | 12,3 Florida 301
%NG-C 7 TM10817 22,832 335 | 95 Florida 301
AUC-C 23 TM11105 0,467 2,63 | 81 Hicks
%TG-C 7 TM10948 19,898 245 | 7,0 Florida 301
%TG-CD 8/18 TM10142a 67,06 483 | 13,3 Hicks
%NG-CD 23 TM11105 0,467 480 | 129 Florida 301
T50-CD 6 TM10901 57,462 394 | 111 Hicks
AUC-CD 6 TM10901 57,462 344 | 9.2 Florida 301

W nasionach obiektow kontrolnych najwyzszg wartos¢ LOD (6,67) odnotowano dla QTL
zwigzanego z liczba skietkowanych nasion (%TG). Jest on potozony na chromosomie 8/18
I odpowiada za 18,3% zmiennosci dla tej cechy. Korzystny allel w tym regionie pochodzit od
odmiany Hicks. Ponadto wykryto QTL wptywajacy na zdolno$¢ kietkowania (%NG)
zlokalizowany na chromosomie 7, wraz z QTL dla liczby skietkowanych nasion (%TG). W obu
przypadkach korzystne allele warunkujace zywotno$¢ nasion zostaly wniesione przez odmiang
Florida 301. Dla nasion kontrolnych wykryto QTL dla cech T50 i AUC, zidentyfikowane w tych
samych pozycjach na chromosomie 23.

W nasionach sztucznie postarzanych locus o najwyzszym LOD (4,83) zostal ponownie
wykryty dla liczby skietkowanych nasion i zlokalizowany na chromosomie 8/18 w podobnej
pozycji jak w przypadku nasion kontrolnych. Region ten odpowiada za 13,3% zmiennosci
fenotypowej, a allel pochodzi od odmiany Hicks. Na chromosomie 23 zidentyfikowano QTL
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determinujgcy zdolnos¢ kietkowania (%NG) wnoszony przez odmiang Florida 301,

a znajdujacy si¢ w zblizonej pozycji do locus determinujacego szybkos¢ kietkowania dla nasion

kontrolnych. Region kontrolujgcy szybko$¢ kietkowania (T50 i AUC) w nasionach sztucznie

postarzanych wykryto na chromosomie 6 (rys.

rodzicielska Florida 301. Wyniki przedstawiono w publikacji Agackiej i in. (2015).
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Rysunek 10. Lokalizacja QTL kontrolujacych cechy zwiagzane z zywotno$cia nasion tytoniu. QTL dla nasion
kontrolnych (C) i dla nasion postarzanych (CD) dla cech: liczba skietkowanych nasion (%TG-C, %TG-CD),
zdolnos¢ kietkowania (%NG-C, %NG-CD), czas potrzebny do skietkowania 50% nasion w probie (T50-C,
T50-CD) oraz pole powierzchni pod krzywa czasu kietkowania, po 200 h kietkowania (AUC-C, AUC-CD).

Wartosci LOD podano pod strzatka
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6.2.3. Charakterystyka fenotypowa populacji DH Beinhart-1000 x Hicks

Wszystkie badane cechy (liczba skietkowanych nasion, zdolno$¢ kietkowania, czas
potrzebny do skietkowania 50% nasion w probie, parametr AUC) w populacji podwojonych
haploidow otrzymanych z krzyzowania Beinhart-1000 x Hicks charakteryzowata zmienno$¢
ciggta, co wykazano za pomocg analizy wariancji (rys. 11). Odmiany Beinhart-1000 i Hicks
roznily sie nieznacznie pod wzgledem liczby skietkowanych nasion osiggajac odpowiednio
87,9% i 93,5%. Natomiast sztuczne postarzanie nasion obnizylo wartosci dla tej cechy
odpowiednio do 83,5% i 84,2%. W przypadku szybkosci kietkowania réznice byty bardziej
wyrazne. Wartosci dla cechy AUC wynosity 88,3 1 108,3 odpowiednio dla odmian
Beinhart-1000 i Hicks w przypadku nasion kontrolnych oraz 80,2 i 89,4 dla nasion sztucznie
postarzanych.

Widoczna w rozktadzie skosno$¢ w prawg strong dla cech TG i NG wskazuje,
ze poczatkowa zdolno$¢ kietkowania nasion byta bardzo wysoka (rys. 11) i zabieg sztucznego
postarzania nie wplynal na $rednie wartosci tych cech.

Z drugiej strony, rozktad wartosci dla cech T50 i AUC byt zblizony do normalnego, przy
czym wartosci T50 byly znacznie wyzsze po zastosowaniu metody sztucznego postarzania
w przeciwienstwie do cechy AUC, ktérej warto$ci zmalaty. Rozktad cech zblizony do
normalnego wskazuje, iz wiele genow uczestniczy w wytworzeniu cechy fenotypowej.
Umozliwia to przeprowadzenie identyfikacji QTL pod katem potencjalnych loci warunkujgcych
te cechy.

45



Q
~—

b)

k k
g 1w 2 10
c B =°
= =cn = 0
51 5
o 04
c) - d)*
204 204
: B g i
% co B o
3

70 90 110 130
T50

Rysunek 11. Rozktad cech fenotypowych: TG (a), NG (b), T50 (c) i AUC (d) dla nasion kontrolnych (zielony) i dla
nasion sztucznie postarzanych (pomaranczowy) w populacji Beinhart—1000 x Hicks. Przerywane linie oznaczaja
wartosci $rednie dla poszczegdlnych cech. Kolor brazowy oznacza warto$ci nakladajace sig.

6.2.4. ldentyfikacja QTL w populacji DH Beinhart-1000 x Hicks dla cech

zwigzanych z zywotnos$cig nasion

W wyniku zastosowania integracyjnego zlozonego mapowania interwalowego wykryto
23 QTL o dziataniu addytywnym, rozmieszczone na 11 chromosomach (1, 4, 5, 6,7, 12, 15, 18,

19, 22), kontrolujgce zmienno$¢ 4 badanych cech zwigzanych z zywotnos$cig nasion tytoniu
(rys. 13, tab. 4).
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Tabela 4. Charakterystyka QTL o dziataniu addytywnym i epistatycznym dla nasion kontrolnych (C) i sztucznie
postarzanych (CD) dla cech: liczba skietkowanych nasion (%TG—C, %TG—-CD), zdolnos¢ kietkowania (%NG-C,
%NG-CD), czas potrzebny do skietkowania 50% nasion w probie (T50—C, T50-CD) oraz pole powierzchni pod
krzywa czasu kietkowania po 200 h kietkowania (AUC-C, AUC-CD)

Cecha WykrI)_/It():/ZC?laQTL Chromosom LOD R? (%)
QTL addytywne
TG-C 3 6,22,24 2,01-34 7,17-13,53
TG-CD 2 1,22 2,89-3,08 11,52-12,32
NG-C 2 7,24 2,2-2,29 8,63-9,41
NG-CD - -
AUC-C 6 4,12,15,18,22,24 2-4,18 3,29-18,76
AUC-CD 1 19 2,03 7,5
T50-C 6 4,12,15,18,22,24 2-4,18 3,29-18,76
T50-CD 3 5,18,24 2,05-2,33 3,8-7,97
QTL epistatyczne
TG-C 4 pary 3-3,5-5,8-8,24-24 5,12-6,20 6,47-7,55
TG-CD 1 para 22-24 57 22,13
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Rysunek 12. Rozmieszczenie QTL addytywnych (niepotaczone niebieskie linie w wewnetrznym kole)
i epistatatycznych (potaczone niebieskie linie w wewne¢trznym kole). Niebieskie linie w zewngtrznym torze
wskazujg pozycje markerow na kazdym chromosomie; czerwone linie w drugim okregu to wartosci LOD dla
poszczegdlnych QTL. Niebieskie linie pod okrggiem wyznaczajg przedzial ufnosci QTL, a mate pionowe linie -
pozycje szczytowg. Kolorowe linie tgczg rdzne bialleliczne epistatyczne regiony QTL (r6zowe - TG dla nasion
kontrolnych; fioletowe - TG dla nasion po sztucznym postarzaniu)

Cechy AUC-C i T50-C byty kontrolowane przez szes¢ QTL rozmieszczonych na
chromosomach 4, 12, 15, 18, 22 i 24 (LOD od 2,02 do 4,18). Natomiast wspotczynnik
determinacji (R?), ktory okresla procentowy udziat zmiennoéci cech (PVE — phenotypic

variation explanation) kontrolowanych przez zidentyfikowane QTL, zawierat si¢ w przedziale
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3,29-18,76. Wszystkie szes¢ QTL dla cech AUC-C, jak i T50-C naktadaly si¢ na siebie
z podobnymi warto$ciami LOD 1 PVE. Co ciekawe, cechy te byty wnoszone przez réznych
rodzicow.

W nasionach kontrolnych dla liczby skietkowanych nasion (TG%) wykryto 3 QTL
zlokalizowane na chromosomach 6, 22 i 24 (LOD od 2,01 do 3,4; PVE od 7,17 do 13,53),
podczas gdy dla cechy zdolnos¢ kietkowania (NG%) dwa QTL potozone na chromosomie 7 i 24
(LOD od 2,2 do 2,29; PVE od 8,63 do 9,41). Na chromosomie 24 QTL dla cech TG-C i NG-C
naktadaty si¢ na siebie.

W przypadku nasion poddanych procedurze kontrolowanego starzenia dla liczby
skietkowanych nasion (TG—CD) zidentyfikowano dwa QTL zlokalizowane na chromosomach
1122 (LOD od 2,89 do 3,08; PVE od 11,52 do 12,32), ktérych obecno$¢ wyjasniata tacznie
24% zmienno$ci fenotypowej dla tej cechy. Ponadto na chromosomach 5, 18 1 24
zidentyfikowano po 1 QTL, ktore zwigzane sg z cecha szybkos$¢ kietkowania opisang czasem
potrzebnym do skietkowania 50% nasion w probie (T50-CD) (LOD od 2,05 do 2,33; PVE od
3,8 do 7,97). Tylko jeden QTL potozony na chromosomie 19 zostat wykryty dla cechy AUC
(LOD - 2,03; PVE - 7,5). Nie udato si¢ natomiast wykry¢ QTL dla zdolnosci kietkowania
(NG%) (tab. 5, rys. 11).

QTL o dziataniu epistatycznym udato si¢ wykry¢ tylko dla cechy liczba skietkowanych
nasion (TG%). Dla nasion kontrolnych wykryto cztery pary QTL zlokalizowane na
chromosomach 3, 5, 8 1 24. Dla tej cechy zidentyfikowano rowniez jedna par¢ zlokalizowana
na chromosomach 22 i 24 w nasionach sztucznie postarzanych. Wystepowanie czterech par
QTL zwiazanych z cechg TG—C o wartosciach LOD pomiedzy 5,12 a 6,20 wyjasniato
dodatkowo 6,47-7,55% zmiennos$ci dla tej cechy, podczas gdy jedna para zwigzana z cecha
TG-CD o wartosci LOD=5,7 odpowiadata za 22,13% zmiennosci (tab. 5, rys. 11). WyniKi

opisano bardziej szczegotowo w publikacji Agackiej i in. (2021).
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5. Dyskusja

Informacje dotyczace zywotnosci nasion danego gatunku odgrywaja kluczowa role
W ochronie zasoboéw genowych. Pozwalajg wyznaczy¢ okres przechowywania nasion w stanie
zywym oraz okresli¢ potrzebe ich regeneracji. W literaturze nie ma zbyt wielu pozycji
moéwigcych o zywotnoSci nasion starzejacych si¢ naturalnie podczas przechowywania
w bankach genoéw. Wigkszos¢ prac dotyczy nasion poddanych roznym procedurom sztucznego
postarzania.

W przedstawionej rozprawie doktorskiej oceniano zywotno$¢ nasion réznych obiektow
(odmian) gatunku Nicotiana tabacum i gatunku Nicotiana rustica przechowywanych w bankach
genéw IPK i1 IHAR-PIB oraz w IUNG-PIB. W zalezno$ci od lokalizacji nasiona byly
przechowywane w roznych zakresach temperatury, tj. 18—22°C, 0°C lub w -15/-18°C.

W przypadku przechowywania nasion rodzaju Nicotiana w kolekcjach aktywnych w
IUNG-PIB i IPK zastosowano zblizone do siebie wartosci temperatury (odpowiednio 18-22°C
120°C), ale odmienng wilgotno$¢ wzgledna powietrza. W IPK wzgledna wilgotno$¢ powietrza
byta kontrolowana i wynosita 50%, podczas gdy w IUNG-PIB parametr ten nie byt staly
I wilgotno$¢ powietrza w pomieszczeniu z szafami nasiennymi wahata od 40% do 65%.
Zaobserwowano duze réznice w zywotno$ci nasion badanych obiektéw przechowywanych
przez okres 12 lat w IPK i w IUNG-PIB. Nasiona obiektéw rodzaju Nicotiana przechowywane
w IUNG-PIB szybciej ulegaly procesom starzenia i po 11 latach ich zdolno$¢ kietkowania
spadta ponizej 75%. Natomiast w IPK proces starzenia nasion przebiegal znacznie wolnie;j,
przez co 40% badanych obiektow zachowato zdolnos¢ kietkowania powyzej 75%. Wynik ten
ma istotne znaczenie, poniewaz zdolno$¢ kietkowania wynoszaca 75% przyjeto za prog, ponizej
ktérego nasiona przechowywane w banku gendéw nalezy regenerowac (standard regeneracji
w banku genéw w IPK).

Sposrod czynnikow abiotycznych wilgotnos¢, temperatura i1 tlen majg najwigksze
znaczenie w trakcie przechowywania nasion (Ellis i Roberts, 1980; Ellis i in., 1988; Ellis i in.,
1989; Ellis i Hong, 2007). Zaréwno w IPK jak i w IUNG-PIB nasiona byty przechowywane w
papierowych torebkach z dostgpem tlenu i w zblizonej temperaturze. Jednak staty poziom
wilgotnosci wzglednej powietrza zachowano wylacznie w przechowalni IPK. Mozna zatem
wnosic¢, ze sezonowe wahania wilgotnosci powietrza miaty decydujacy wptyw na zmniejszenie

zywotnos$ci przechowywanych w IUNG-PIB nasion 1 szybszg utratg ich wigoru.
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Wyzsza wilgotno$¢ powietrza powoduje wzrost wilgotnosci nasion, co z kolei sprzyja ich
szybszemu starzeniu si¢. Reguta Harringtona (1963) méowi, iz zredukowanie wilgotno$ci nasion
0 1% i temperatury przechowywania o 5°C wydtuza dwukrotnie czas zycia nasion. Nasiona
Z natury sg higroskopijne i pochtaniajg wilgo¢ z otoczenia. Przy uzyciu modutu dostepnego na
stronach Royal Botanic Garden Kew w pracy Agackiej i in. (2013) dokonano szacunku
wilgotnosci nasion tytoniu na podstawie temperatury przechowywania i wilgotnosci wzglednej
powietrza. Wilgotno$¢ nasion zdeponowanych w IUNG-PIB oszacowano na 10,9%, a w IPK na
7,8%. O wptywie zroznicowanej bardzo niskiej wilgotnosci nasion (od 2% do 9%) na ich
kietkowanie donosza Singh i in. (2016). Testowali oni nasiona réznych gatunkéw roslin
(ciecierzycy, sezamu, olejarki abisynskiej, racznika pospolitego, krokosza barwierskiego)
przechowywane przez okres 16-18 lat w roznej temperaturze: pokojowej, +4°C i -18°C.
Nasiona wszystkich testowanych gatunkéw wykazaty najwyzsza zdolnos$¢ kietkowania przy
najnizszej zawartosci wody w nasionach przechowywanych w temperaturze pokojowej lub
w +4°C. Nasiona o zawartosci wody 3,2—5% utracily zdolno$¢ kietkowania po 8—10 latach
przechowywania. Tymczasem obnizenie zawarto$ci wody do 1,7-2,3% wydtuzyto ten okres,
a zdolnos$¢ kietkowania nasion wigkszosci gatunkow po 18 latach wynosita 86—94%. Wyjatek
stanowily nasiona racznika, ktorych zdolnos¢ kietkowania byta na poziomie tylko 36%.

Hong 1 in. (2005) odnotowali podobng zalezno$¢. Po 10 latach hermetycznego
przechowywania w temperaturze 20°C stwierdzono wigksza przezywalnos¢ ultra suchych
nasion marchwi, orzeszkow ziemnych, rzepaku, sataty i cebuli w poréwnaniu z nasionami
okreslanymi jako suche. Z kolei Ellis 1 Hong (2006) wykonali badania dotyczace zywotnosci
nasion Medicago sativa i Trifolium pratense przechowywanych przez 15 lat w szerokim
zakresie temperatur (65°C, 50°C, 40°C, 30°C, -20°C) przy wilgotno$ci nasion w zakresie
2—-15%. Wykazali, iz zywotno$¢ nasion przechowywanych w dodatnich temperaturach
pozostawata wysoka, jesli wilgotno$¢ nasion byta niska, tj. na poziomie 4-6%. Tylko
w temperaturze -20°C poziom wilgotnos$ci nasion nie miat takiego znaczenia. Podobne wyniki
uzyskali Ali 1 in. (2019) badajac Zywotno$¢ nasion soi, ktorych wilgotnos¢ poczatkowa
wynosita 6%, 8%, 10% lub 12%. Nasiona te znajdowaly si¢ w dwdch rodzajach pojemnikow —
worek polietylenowy lub szklany stoik i byly przetrzymywane w pomieszczeniu, w ktorym
temperatura wahata si¢ od 16°C do 30°C, a wilgotno$¢ powietrza byta stosunkowo wysoka, bo

od 75,21% do 86,23%. Zawarto$¢ wody w nasionach, zdolno$¢ kietkowania i wskaznik wigoru
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mierzono po 50, 100, 150 i 200 dniach przechowywania. Nasiona przechowywane w workach
polietylenowych lub szklanych stoikach wykazaly podobne wyniki w zakresie kietkowania
i wskaznika wigoru, co $wiadczy ze w rownym stopniu chronity przed dostgpem wilgoci.
Nasiona o wilgotnosci 6 1 8% zachowaly zdolno$¢ kietkowania powyzej 80% po 200 dniach
przechowywania. Natomiast nasiona o najwyzszej wilgotnosci niezaleznie od zastosowanego
pojemnika, charakteryzowaly si¢ znaczaco obnizong zdolnoscig kietkowania. Po 200 dniach
zdolno$¢ kietkowania wynosita od 6 do 27% w zaleznoS$ci od genotypu.

Ciekawe badania przeprowadzili takze Probert i in. (2007). Co prawda dotycza one
wplywu temperatury i wilgotno$ci powietrza panujacych nie w trakcie przechowywania a w
trakcie zbioru nasion. Wskazuja jednak wyraznie, ze wazniejsze jest kontrolowanie wilgotnosci
powietrza, a tym samym wilgotno$ci nasion, niz temperatury, w jakiej prowadzony jest zbior.
Ponadto pokazuja, ze prognozowane tempo utraty wigoru nasion zebranych w temperaturze
31,4°C 1 wilgotnosci wzglednej powietrza 24,5% bedzie 37 razy mniejsze niz nasion zebranych
w tej samej temperaturze, ale przy wilgotnosci powietrza wynoszacej 72,5%. Badania te
potwierdzaja regule zaproponowana przez Robertsa i1 Ellisa (1981), iz dlugo$¢ zycia nasion
podwaja si¢ w przyblizeniu na kazde 10% obnizenia wilgotno$ci wzglednej powietrza.

W ostatnich latach prowadzono wiele badan majacych na celu zrozumienie wptywu
zawarto$ci wody w nasionach i temperatury przechowywania na dtugos¢ zycia nasion. Niska
temperatura 1 niska zawarto§¢ wody powoduja, ze lepko$¢ cytoplazmy osigga tak wysokie
warto$ci, ze tworzy ona stan szklisty. Wysoka lepko$¢ cytoplazmy zmniejsza mobilnos¢
molekularng i utrudnia dyfuzje zwigzkow w cytoplazmie spowalniajgc w ten sposob szkodliwe
reakcje 1 zmiany w strukturze i sktadzie chemicznym. To z kolei ogranicza procesy degradacji
1 skutkuje wydluzeniem zywotnos$ci nasion (Buitnik 1 Leprience, 2000).

Podczas starzenia si¢ nasion nastgpuje wiele zmian, w tym utrata integralnosci blony
komorkowej, nagromadzenie wolnych rodnikoéw, zmiany w ekspresji gendw, utrata funkcji
mitochondridow. Zmiany te mogg prowadzi¢ do roéznych zmian biochemicznych, w tym
peroksydacji lipidow, utleniania biatek, zmian w metabolizmie cukréw, zmian w poziomie
hormonoéw. Ponadto podczas starzenia si¢ nasion moga wystapi¢ zmiany molekularne, w tym
uszkodzenia DNA, zmiany w ekspresji genéw, zmiany w strukturze i funkcji biatek, zmiany w
systemie antyoksydacyjnym, metylacja DNA i modyfikacje chromatyny (Nadarajan i in, 2023;

Zhang 1 in., 2020). Niekorzystne zmiany na poziomie molekularnym i komorkowym wptywaja
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na procesy starzenia i w konsekwencji na obnizenie zdolno$ci kietkowania nasion oraz na
zwigkszajacy si¢ udzial siewek nienormalnych w testowanej probie. Prawdopodobnie
W nasionach tytoniu przechowywanych w wysokiej wilgotnosci powietrza zaszto wiele
niekorzystnych zmian spo$réd wymienionych wyzej, co przelozyto si¢ na szybszg utrate
zdolnosci kietkowania i duzym odsetkiem nasion nienormalnych w poréwnaniu z nasionami
przechowywanymi w stalych warunkach temperatury i wilgotnosci.

Wyniki przedstawione w pracy Agackiej i in. (2013) rowniez wskazujg na potrzebe
kontrolowania wilgotnos$ci powietrza podczas przechowywania nasion tytoniu w temperaturze
pokojowej. Jesli nie ma odpowiedniego systemu umozliwiajagcego utrzymanie temperatury
I wilgotnosci na pozadanym poziomie, Probert i in. (2007) sugeruja stosowanie adsorbentow
wilgoci w pomieszczeniach, w ktérych przechowuje si¢ nasiona, aby zminimalizowaé
niekorzystny wptyw wysokiej wilgotnosci powietrza na jako$¢ nasion.

Wilgotno$¢ jest istotnym czynnikiem w przechowalnictwie nasion, ale réwnie wazna jest
temperatura. Bowiem nawet gdy zachowane zostang warunki zapewniajace niska wilgotnos¢
przechowywanych nasion, ich zywotno$¢ obniza si¢ wraz ze wzrostem temperatury panujacej
w przechowalni. Dzieje si¢ tak, poniewaz wzrost temperatury zwieksza szybko$¢ reakcji
chemicznych w nasionach inicjujac starzenie (Hartmann-Filho i in., 2016). Ponadto cieplejsze
powietrze zwigksza dostepno$¢ wody dla nasion w poréwnaniu z zimnym powietrzem, nawet
gdy wilgotnos$¢ wzgledna jest utrzymywana na statym poziomie (Copeland i McDonald, 2012).
Gdy temperatura spada ponizej 0°C, szereg reakcji biochemicznych zwigzanych ze starzeniem
si¢ nasion jest spowolniony (Walters 1 in., 2010). Zalecang temperaturg dlugoterminowego
przechowywania nasion typu orthodox w bankach genéw jest -18°C (FAO, 2014).

W niniejszej rozprawie doktorskiej duze réznice wykazano réwniez przy poréwnaniu
zywotnosci nasion tytoniu przechowywanych dlugoterminowo w bankach genéw w IHAR-PIB
i IPK z zastosowaniem réznych temperatur: 0°C i -18°C oraz bez dostepu, jak i z dostgpem
powietrza (Agacka 1 in., 2014). Wyjsciowa zdolno$¢ kietkowania wszystkich badanych
obiektow byta wysoka, co znaczy, iz regeneracja materialow zgromadzonych w obu kolekcjach
zostala wykonana w sposdb wlasciwy. Wilgotno$¢ nasion w IHAR-PIB wynosita 6%, a w IPK
4%. Badania wykazaty, Ze po 40 latach przechowywania nasion w -18°C okoto 50% obiektow

zachowata zdolno$¢ kietkowania powyzej 75%. Tymczasem w temperaturze 0°C tak wysoka
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zdolno$¢ kietkowania wykazato niecate 10% badanych obiektow, pomimo tego, iz nasiona
charakteryzowaty si¢ niska zawartoscig wody i zamykane byly prozniowo (Agacka i in., 2014).

Pakowanie prozniowe, a tym samym brak dostepu tlenu do przechowywanych nasion,
wydtuza okres, w ktérym zachowujg zywotnos$¢ (Groot i in, 2012). Wiadomo, ze tlen wplywa
niekorzystnie na zywotno$¢ nasion powodujac wiele zmian przyspieszajacych starzenie. Barzali
i 1in. (2005) porownywali wptyw réznych sktadnikoéw atmosfery (proznia, N2, powietrze, CO,)
i zakresoOw temperatury (-15°C, 0°C, +10°C) na zywotno$¢ nasion zyta (Secale cereale L.).
Wykazali, ze po 26 latach przechowywania zdolno$¢ kietkowania byta najwyzsza w warunkach
prozni i N2 w przeciwienstwie do powietrza i CO2. W dodatku kietkowanie nasion
przechowywanych w prozni w temperaturze 10°C i -18°C bylo na podobnym poziomie,
tj. odpowiednio 57% i 59%, podczas gdy w temperaturze 0°C zdolno$¢ kietkowania obnizyta
si¢ do 29%. Natomiast przy dostepie powietrza zdolnosc¢ kietkowania przechowywanych nasion
byta wyzsza w temperaturze 0°C w poréwnaniu z 10°C.

Réwniez Ellis i Hong (2007) stwierdzili, ze zywotno$¢ nasion przechowywanych
w hermetycznie zamknigtych opakowaniach z folii aluminiowej byta wyzsza w poréwnaniu
Z systemem otwartym wspomaganym zwigzkami osuszajacymi powietrze.

W badaniach stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej nie testowano
wptywu obu czynnikow jednoczesnie. Dlatego nie mozna stwierdzi¢, czy samo
przechowywanie nasion Nicotiana w proézni zwickszytoby ich dlugowiecznosé¢. Hay i in. (2013)
przedstawili dane uzyskane dla nasion ryzu przechowywanych w warunkach hermetycznych
Z proznig w temperaturze -20°C 1 hermetycznych bez proézni w temperaturze 2-4°C. Autorzy
stwierdzili, ze cho¢ nie moga bezposrednio poréwna¢ wplywu pakowania proézniowego, to nie
wydaje si¢, by ktory$ z systeméw w wigkszym stopniu wptynal na zachowanie Zywotnos$ci
nasion.

Z kolei Specht i Borner (1998) poréwnali Zywotnos$¢ nasion zyta przechowywanych przez
rok oraz 5, 15 i 17 lat w temperaturze -15°C, 0°C i 10°C z dostgpem powietrza, CO2, N2
I W prozni. Po 17 latach przechowywania w -15°C odnotowano niewielki wptyw zastosowane;j
atmosfery na zywotno$¢, niemniej zdolnos$¢ kietkowania nasion z dostgpem powietrza byla
nizsza niz w innych wariantach. Zdolnos¢ kietkowania nasion przechowywanych przez 17 lat
w 0°C byla nizsza niz tych przechowywanych w -15°C we wszystkich wariantach atmosfery.

Najwigksze roéznice pomiedzy temperaturg 0°C 1 -15°C odnotowano dla nasion
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przechowywanych z dostgpem powietrza 1 w prozni. Zdolno$¢ kietkowania nasion
przechowywanych w 0°C obnizyla si¢ o potowe w porownaniu z tymi przechowywanymi w
-15°C.

Desheva (2016) ocenita zdolno$¢ kietkowania 117 obiektow Nicotiana tabacum
przechowywanych przez okres 22 lat w temperaturze -18°C w banku genoéw w Butgarii. Po 13
latach przechowywania odnotowano niewielkie obnizenie zdolnosci kietkowania z 97% do
93%, a po 22 latach zdolnos¢ kietkowania testowanych obiektow wyniosta 90+13%. Wyniki te
sg zgodne z otrzymanymi w pracy Agackiej i in. (2014), gdzie zywotnos¢ nasion Nicotiana
podczas 20 lat przechowywania w temperaturze -18°C nie ulegla duzej zmianie i 90%
testowanych obiektow zachowata zdolno$¢ kietkowania powyzej 75%.

Odmienng tendencj¢ odnotowali Dobiesz 1 in. (2017) w przypadku nasion tubinu
przechowywanych w temperaturze 0°C, -14°C i +20°C. Nie zaobserwowano roznic
W zywotno$ci nasion przechowywanych w temperaturze 0°C i -14°C przez 29 lat. Ich zdolno$é
kietkowania wynosita odpowiednio 92% i 94%, natomiast nasiona przechowywane w +20°C
nie kietkowaly. Utrzymanie wysokiej zywotnosci nasion tubinu wynika prawdopodobnie
z faktu, iz nasiona roslin bobowatych sa, jak si¢ uwaza, stosunkowo dtugo zyjace.

A zatem glownym czynnikiem rdznicujagcym zywotno$¢ nasion pomiedzy
zdeponowanymi w IHAR-PIB a tymi w IPK wydaje si¢ by¢ temperatura przechowywania.
Zastosowanie prozni w temperaturze 0°C nie przyczynito si¢ dodatkowo do wydtuzenia
zywotnosci nasion (Agacka i in., 2014).

Podsumowujac  wyniki uzyskane w  prezentowanych dwodch  publikacjach
(Agacka 1 in. 2013 oraz Agacka i in. 2014) mozna wnioskowa¢, iz gldwnym czynnikiem
determinujacych zywotnos¢ przechowywanych nasion z rodzaju Nicotiana byta temperatura.
Poréwnano dwa przypadki, tj. obnizenie temperatury przechowywania z 20°C do 0°C oraz
obnizenie z 0°C do -18°C. W pierwszym przypadku okres, w ktérym nasiona zachowaty
zdolnos$¢ kietkowania wynoszaca co najmniej 75%, ulegt wydtuzeniu z 10 lat do okoto 30,
aw drugim z 30 lat do ponad 50.

Warto podkresli¢, ze w pracy Agackiej 1 in. (2015) po raz pierwszy przeprowadzono
mapowanie QTL w tytoniu dla cech zwigzanych z zywotno$cig nasion, a w nastepnej pracy
Agackiej 1 in. (2021) dokonano identyfikacji QTL dla kolejnej populacji mapujacej. Analiza

pozwolita na wykrycie regionéw chromosomowych kontrolujacych wybrane cztery cechy
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charakteryzujace zywotno$¢ nasion. W ten sposob potwierdzono, iz zywotno$¢ nasion tytoniu,
tak jak w przypadku innych roslin, ma charakter poligeniczny. W badaniach wykorzystano dwie
populacje mapujace (Florida 301 x Hicks 1 Beinhart—1000 % Hicks) stworzone pierwotnie do
poszukiwania regionow genetycznych kontrolujacych odporno$¢ na zgnilizng pierscieniowg
podstawy todygi. Podatna na chorob¢ odmiana Hicks charakteryzowala si¢ wysoka wyjsciowa
zdolno$cig kietkowania. Jednak w tescie kontrolowanego starzenia zdolno$¢ i szybkosé
kietkowania nasion ulegly obnizeniu w wigkszym stopniu niz w przypadku odmian Florida 301
i Beinhart-1000 odpornych na t¢ chorobe. Rozktad cech fenotypowych wyraznie wskazuje,
iz odmiana Hicks przejawia nizsza tolerancj¢ w tescie kontrolowanego starzenia, co skutkuje
nizszg zywotnoscig nasion w poroéwnaniu z pozostalymi odmianami rodzicielskimi. A zatem
wysoka wyjsciowa zdolno$¢ kietkowania nie oznacza, ze nasiona zachowaja zZywotno$¢ przez
dhugi okres. Wykazano to rowniez u innych gatunkow roslin jak jeczmien, pszenica, Zyto, sorgo,
rzepak czy len (Nagel 1 Borner, 2010). Nasiona o wysokiej wyjsciowej zdolnosci kietkowania
przechowywane przez 26 do 33 lat w réznym stopniu tracity zywotnos¢, ktora u niektorych
obiektéw obnizyla si¢ nawet do zera.

Chociaz zywotnos$¢ 1 dtugos¢ zycia nasion sg kontrolowane poligenicznie, to w populacji
mapujacej Florida 301 X Hicks na czterech chromosomach zidentyfikowano tylko cztery
regiony genomowe zwigzane z czterema badanymi cechami w nasionach poddanych
i niepoddanych postarzaniu. Gtowne QTL dla catkowitej zdolnosci kietkowania zlokalizowano
w grupie sprz¢zen 8/18. Prawdopodobnie jest to region kontrolujacy zdolnos¢ kietkowania,
ktory nie zalezy od jakosci nasion, poniewaz zostat wykryty zar6wno w nasionach kontrolnych
jak 1 postarzanych. Z kolei na chromosomie 23 zlokalizowano region, w ktéorym w nasionach
kontrolnych wykryto QTL odpowiedzialne za szybko$¢ kietkowania, a korzystne allele
pochodzity od odmiany Hicks. W rejonie tym zidentyfikowano rowniez QTL powigzane
z wytwarzaniem siewek normalnych przez nasiona postarzane, a allele te pochodzily od
odmiany Florida 301. Prawdopodobnie zidentyfikowany QTL dla szybkosci kietkowania staje
si¢ nieaktywny po zabiegu kontrolowanego starzenia, co potwierdzaja rowniez obserwacje
fenotypowe.

Badania dotyczace poszukiwania QTL zwigzanych z Zywotno$cia nasion u pszenicy czy
jeczmienia wykazaty, ze czesto sg one zlokalizowane w regionach, w ktorych wykrywane sg

QTL zwigzane z odpornoscig na stresy biotyczne i1 abiotyczne wptywajace na jakos$¢
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produkowanych nasion (Nagel i in., 2009; Nagel i in., 2014; Rehman Arif i in., 2012). Populacja
mapujaca Florida 301 x Hicks zostala stworzona do identyfikacji QTL zwigzanych
z odpornoscia na zgnilizne pierscieniowg podstawy todygi powodowang przez Phytophthora
nicotianae. Objawy choroby to wiednigcie i zotknigcie lisci prowadzace do ostabienia ogdlne;j
kondycji rosliny. W efekcie zmiany chorobowe moga mie¢ wptyw na rozwoj nasion. QTL
odpowiedzialny za szybkie kietkowanie nasion tytoniu zlokalizowany na chromosomie 6 jest
poréwnywalny z QTL zwigzanym z odporno$cig na Ph. nicotianae i zostal wykryty zarowno w
badaniach szklarniowych jak i polowych. Korzystny allel zostal wniesiony przez odmiang
Florida 301 odporna na tego patogena (Xiao i in., 2013).

Stosunkowo wiecej QTL zwigzanych z zywotnos$cig nasion, w porownaniu do pierwszej
populacji mapujacej, wykryto w populacji mapujacej Beinhart—1000 x Hicks. Zidentyfikowano
23 rejony QTL o dziataniu addytywnym, rozmieszczone na 11 chromosomach i kontrolujace
zmienno$¢ 4 badanych cech zwigzanych z zywotnoscig nasion tytoniu. Sposrod 23 rejondw
QTL osiem posiadato wartosci LOD wicksze niz 3, przez co zostaty uznane za wysoce istotne,
a 15 (z warto$ciami LOD ponizej 3) za istotne. Dla cechy catkowita zdolno$¢ kietkowania
wykryto 3 rejony QTL w obiektach kontrolnych i dwa w nasionach postarzanych. Najwicksza
liczbe QTL zidentyfikowano w nasionach kontrolnych dla szybkosci kietkowania, po 6 loci dla
cech T50 i AUC. Natomiast w nasionach postarzanych liczba wykrytych QTL byta nizsza
o potowe. Kazdy ze zidentyfikowanych QTL odpowiadat za 3,3-18,8% zmiennosci

fenotypowej.

QTL o dziataniu epistatycznym wykryto tylko dla liczby skietkowanych nasion.
Dla nasion kontrolnych zidentyfikowano cztery pary QTL zlokalizowane na chromosomach 3,
5, 8 1 24, za$ dla nasion sztucznie postarzanych jedna par¢ na chromosomach 22 i 24. W obu

populacjach obydwoje rodzice byli donorami alleli pozytywnie ksztattujacych badane cechy.

Pomimo tego, ze populacje mapujace posiadaty wspolnego rodzica, nie znaleziono QTL
wspoélnych dla obydwu populacji. Nasiona populacji mapujacych regenerowano w innych latach
1 w roznych lokalizacjach, co moze mie¢ duzy wptyw na wykrywanie QTL. Warunki uprawy
rosliny matecznej majg bowiem istotny wptyw na zywotno$¢ nasion, co pokazujg badania na
innych gatunkach ro$lin. Nagel i in. (2014) szukali genetycznych podstaw Zywotnosci nasion

W populacji mapujacej jeczmienia regenerowanej w tym samym sezonie wegetacyjnym na
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dwoch réznych polach doswiadczalnych potozonych blisko siebie. Badacze wykryli loci
wspolne dla populacji, ale takze wiele innych specyficznych loci charakterystycznych dla
warunkow prowadzonych doswiadczen. Podobnie w przypadku rzepaku, Schatzki i in. (2013)
zaobserwowali wysoce istotny wptyw lokalizacji plantacji nasiennej na zywotnos$¢ uzyskanych
nasion. Wskazali tym samym, ze czynniki $rodowiskowe, takie jak nawozenie i warunki
wzrostu rosliny, w duzym stopniu oddziatujg na zywotno$¢ zbieranych i przechowywanych

nasion.

Podsumowujac niniejsze opracowanie mozna stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki
potwierdzaja zlozono$¢ 1 poligeniczny charakter Zzywotno$ci nasion tytoniu. Badania
genetyczne roznych populacji przechowywanych w réznych warunkach sa niezbedne dla

zrozumienia genetycznych mechanizméw kontrolujacych zywotno$¢ nasion.

Przedstawione wyniki moga by¢ przyczynkiem do kolejnych badah nad czynnikami
genetycznymi ksztaltujacymi zywotno$¢ nasion tytoniu, z wykorzystaniem populacji
biparentalnych jak i1 mapowania asocjacyjnego i identyfikacji gendéw kandydujacych.
W przysztosci zasadne wydaje si¢ wlaczenie badan metabolomicznych, ktore beda

uzupetnieniem wiedzy na temat zaleznosci genotyp — fenotyp.
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8. Podsumowanie i wnioskKi

1. Nasiona Nicotiana tabacum i Nicotiana rustica charakteryzowaty si¢ zrdéznicowang
zywotno$cia w zalezno$ci od warunkéw przechowywania. Istotnym czynnikiem
wpltywajacym na utrzymanie zywotnosci nasion byta temperatura przechowywania. Jej
obnizenie z 20°C do 0°C wydtuzyto okres przechowywania nasion $rednio z 10 do 30
lat, a obnizenie temperatury z 0°C do -18°C wydtuzyto okres przechowywania o kolejne

20 lat, przyjmujac zdolnos¢ kietkowania nasion powyzej 75% jako warto$¢ progowa.

2. Zdolnos$¢ kietkowania nasion N. tabacum i N. rustica przechowywanych w takich
samych warunkach ulegata obnizeniu na podobnym poziomie, co moze wynikac
z bliskiego pokrewienstwa tych gatunkéw 1 tym samym zblizonego profilu

genetycznego.

3. Po raz pierwszy dla N. tabacum zidentyfikowano QTL dla cech zwigzanych
z zywotnoscig nasion: liczba skietkowanych nasion (%TG-C, %TG-CD), zdolnos¢
kietkowania (%bNG-C, %NG-CD), czas potrzebny do skietkowania 50% nasion w
probie (T50-C, T50-CD) oraz pole powierzchni pod krzywa czasu kietkowania
wyznaczone po 200 godzinach kietkowania (AUC-C, AUC-CD).

4. W populacji mapujacej Florida 301 x Hicks zidentyfikowano 4 regiony genetyczne
zlokalizowano na 4 chromosomach kontrolujace cztery cechy zwigzane z Zywotnoscia

nasion tytoniu.

5. QTL dla cechy liczba skietkowanych nasion, zlokalizowany na chromosomie 8/18
prawdopodobnie jest regionem odpowiedzialnym za te¢ ceche niezaleznie od jakosci
nasion, gdyz zostal zmapowany w nasionach kontrolnych jak i w nasionach poddanych

sztucznemu postarzaniu.

6. QTL zwigzany z szybkos$cia kietkowania nasion jest porownywalny z locus, w ktorym
zidentyfikowano QTL dla odpornosci tytoniu na zgnilizng pierscieniowg podstawy

todygi. Korzystny allel zostal wniesiony przez odmiang¢ Florida 301, odporng na te
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chorobg, co moze $wiadczy¢, ze odporno$¢ na stresy biotyczne jest zwigzana

z uzyskaniem lepszej jakos$ci nasion, dtuzej zachowujacych zywotnosc.

W populacji mapujacej Beinhart-1000 x Hicks wykryto 23 regiony QTL o dziataniu
addytywnym, rozmieszczone na 11 chromosomach, kontrolujace zmienno$¢ 4 badanych
cech zwigzanych z zywotno$cig nasion tytoniu. Dla cechy liczba skietkowanych nasion
zidentyfikowano QTL o dziataniu epistatycznym. Dla nasion kontrolnych wykryto
cztery pary zlokalizowane na chromosomach 3, 5, 8 i 24 za$ dla nasion sztucznie

postarzanych jedng par¢ zlokalizowang na chromosomach 22 i 24.
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11. Streszczeniu rozprawy doktorskiej w jezyku polskim
Streszczenie

Zywotnos$¢ nasion tytoniu w zaleznosci od warunkéw przechowywania i mapowanie QTL

kontrolujacych te ceche

Stowa kluczowe: zasoby genowe, Nicotiana, bank genow, przechowywanie, zywotno$¢ nasion,
QTL

Zasoby genowe roslin majg szczegdlne znaczenie dla zachowania roznorodnosci
w srodowisku przyrodniczym. Stanowia swojego rodzaju dziedzictwo ludzkosci wobec
zmniejszajacej si¢ systematycznie liczby gatunkow wystepujacych w $wiecie. Ochrona
réznorodno$ci genetycznej ro$lin jest zadaniem bankéw gendéw, gdzie material roslinny jest
regenerowany z zachowaniem czystosci genetycznej i utrzymywany w stanie zywym.
Wigkszo§¢ gatunkow jest dlugotrwale przechowywana w postaci nasion. Nalezag do nich
m. in. gatunki z rodzaju Nicotiana.

Celem prezentowanej rozprawy doktorskiej byta ocena zywotnosci nasion obiektéw
nalezacych do dwoch gatunkéw Nicotiana tabacum i Nicotiana rustica, ktore byty
przechowywane w zrdznicowanych warunkach temperatury 1 wilgotnosci. Ponadto
przeprowadzono identyfikacj¢ regionéow genetycznych QTL warunkujacych dtugo$é zycia
nasion tytoniu. Nasiona poddane badaniom przechowywano w dwoch bankach genow: Leibniz
Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK) w Gatersleben w Niemczech oraz
w Krajowym Centrum Ro$linnych Zasobow Genowych (KCRZG) znajdujacym si¢ w Instytucie
Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowym Instytucie Badawczym (IHAR-PIB
w Radzikowie), a takze w Instytucie Uprawy Nawozenia 1 Gleboznawstwa — Panstwowym
Instytucie Badawczym w Putawach (IUNG-PIB).

Porownano zywotno$¢ nasion Nicotiana tabacum i Nicotiana rustica przechowywanych
w warunkach $cisle kontrolowanych w banku genéw mieszczacym si¢ w IPK oraz nasion
obiektow Nicotiana tabacum przechowywanych w warunkach niepodlegajacych kontroli
w laboratorium IUNG-PIB. W pierwszej lokalizacji nasiona utrzymywano przez okres od 2 do

12 lat w temperaturze 20,3+2,3°C przy wilgotno$ci 50,5+6,3% RH. Natomiast w drugiej nasiona
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przechowywane byly przez taki sam czas, ale w temperaturze pokojowej 18-22°C przy
wilgotnosci powietrza 45-60% RH.

Poréwnano réwniez zywotnos$¢ nasion obiektow Nicotiana tabacum przechowywanych
przez okres dtuzszy, tj. od 14 do 33 lat w papierowych torebkach w szklanych stoikach
zamykanych prézniowo w temperaturze 0°C przy wilgotnosci nasion 4% w KCRZG IHAR-PIB
oraz nasiona obiektow Nicotiana tabacum i Nicotiana rustica przechowywanych przez okres
od 14 do 39 lat w hermetycznych szklanych stoikach w temperaturze -18°C przy wilgotnosci
nasion 6% w banku genow IPK.

Nasiona Nicotiana tabacum i Nicotiana rustica charakteryzowaty si¢ zréznicowang
zywotno$cig w zaleznosci od warunkow przechowywania. Wydaje si¢, ze sezonowe wahania
wilgotnosci powietrza miaty decydujacy wplyw na zmniejszenie zywotno$ci nasion tytoniu
przechowywanych w IUNG-PIB i szybsza utrat¢ ich wigoru w poréwnaniu w tymi
przechowywanymi w IPK. Natomiast czynnikiem roznicujacym zywotno$¢ nasion
przechowywanych w KCRZG IHAR-PIB i IPK byta temperatura.

Zestawiajac wyniki zywotno$ci nasion uzyskane dla wszystkich trzech lokalizacji,
stwierdzono, ze czynnikiem o najwigkszym znaczeniu byla temperatura przechowywania.
Jej obnizenie z 20°C do 0°C wydhuzyto okres przechowywania nasion $rednio z 10 do 30 Iat.
Co wigcej obnizenie temperatury z 0°C do -18°C wydtuzylto czas przechowywania o kolejne 20
lat. Jako warto$¢ progowa przyjeto zdolnos¢ kietkowania nasion powyzej 75%.

Do identyfikacji QTL dla cech zwigzanych z zywotno$cig nasion wykorzystano dwie
populacje mapujace tytoniu Florida 301 x Hicks oraz Beinhart—1000 x Hicks. Pod uwagg wzigto
takie cechy jak: zdolno$¢ kietkowania, procentowy udzial wszystkich kietkujacych nasion, czas
potrzebny do skietkowania 50% nasion w probie, parametr AUC (Area Under the Curve — pole
powierzchni pod krzywa czasu kietkowania, pomigdzy t=0 a zdefiniowanym przez uzytkownika
punktem koncowym t=x, wyznaczone po 200 godzinach kietkowania). W populacji mapujace;j
Florida 301 x Hicks zidentyfikowano 4 regiony genetyczne zlokalizowane na 4 chromosomach
kontrolujacych cztery cechy zwigzane z zZywotnoscig nasion tytoniu. Natomiast w populacji
mapujacej Beinhart-1000 x Hicks wykryto 23 regiony QTL o dziataniu addytywnym,
rozmieszczone na 11 chromosomach kontrolujace zmienno$¢ 4 badanych cech zwigzanych
Z zywotnoscig nasion tytoniu. QTL o dziataniu epistatycznym wykryto tylko dla cechy liczba

skietkowanych nasion. Dla nasion kontrolnych wykryto cztery pary QTL zlokalizowane na 4
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chromosomach. W nasionach sztucznie postarzanych zidentyfikowano jedng pare
zlokalizowang na dwoch roznych chromosomach.

Uzyskane wyniki wykazaly duze réznice w zywotnos$ci nasion tytoniu w zaleznosci od
warunkow przechowywania oraz potwierdzity ztozonos$¢ i poligeniczny charakter tej cechy.
Informacje dotyczace zywotnosci nasion tytoniu mogg by¢ pomocne w planowaniu programow

dotyczacych regeneracji obiektow kolekcji Nicotiana utrzymywanych w bankach genow.
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12. Streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku angielskim

Summary

Seed longevity in tobacco depending on storage conditions and QTL mapping controlling
this trait

Keywords: genetic resources, Nicotiana, gene bank, storage, seed longevity, QTL

Plant genetic resources play an important role in preservation of biodiversity in the
natural environment. They represent a form of humanity's heritage in light of the steadily
declining number of species present in the world. The task of protecting plant genetic diversity
is undertaken by gene banks, where plant material is regenerated while maintaining genetic
purity and kept in a viable state. Most species are stored long-term in the form of seeds including
species from the Nicotiana genus.

The aim of this doctoral dissertation was to assess the seed longevity of objects
belonging to two species, Nicotiana tabacum and Nicotiana rustica, which were stored under
varying temperature and humidity conditions. Additionally, the identification of genetic regions
QTL responsible for seed longevity in tobacco was carried out. The seeds were stored in two
gene banks: the Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK)
in Gatersleben, Germany, and the National Centre for Plant Genetic Resources (KCRZG)
located at the Plant Breeding and Acclimatization Institute — National Research Institute (IHAR-
PIB) in Radzikoéw as well as at the Institute of Soil Science and Plant Cultivation — National
Research Institute (IUNG-PIB) in Putawy.

The seed longevity of Nicotiana tabacum and Nicotiana rustica stored under strictly
controlled conditions at the gene bank located at the IPK was compared with the longevity
of Nicotiana tabacum seeds stored under uncontrolled conditions in the IUNG-PIB laboratory.
In the first location, the seeds were stored for a period of 2 to 12 years at a temperature
of 20.342.3°C and humidity of 50.5+6.3% RH. In the second location, the seeds were stored for
the same period, but at room temperature (18-22°C) and air humidity of 45-60% RH.

The seed longevity of Nicotiana tabacum objects stored for a longer period, from 14

to 33 years in paper bags placed in vacuum-sealed glass jars (without air) at a temperature of
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0°C and seed moisture content of 4% at the KCRZG IHAR-PIB, was also compared.
Additionally, Nicotiana tabacum and Nicotiana rustica seeds stored for a period of 14 to 39
years in hermetically sealed glass jars at a temperature of -18°C and seed moisture content of 6%
in the IPK gene bank were analyzed.

The seed longevity of Nicotiana tabacum objects stored for a longer period, from 14
to 33 years in paper bags placed in vacuum-sealed glass jars at a temperature of 0°C and seed
moisture content of 4% at the KCRZG IHAR-PIB, was also compared. Additionally, Nicotiana
tabacum and Nicotiana rustica seeds stored for a period of 14 to 39 years in hermetically sealed
glass jars at a temperature of -18°C and seed moisture content of 6% in the IPK gene bank were
analyzed.

The seeds of Nicotiana tabacum and Nicotiana rustica exhibited varying longevity
depending on the storage conditions. It appears that seasonal fluctuations in air humidity had
a significant impact on reducing the viability of tobacco seeds stored at IUNG-PIB, leading to
a faster loss of vigor compared to those stored at IPK. On the other hand, the differentiating
factor for the longevity of seeds stored at KCRZG IHAR-PIB and IPK was the temperature.

When comparing the seed longevity results obtained for all three locations, it was found
that the most significant factor was the storage temperature. Reducing the temperature from
20°C to 0°C extended the seed storage period from an average of 10 to 30 years. Moreover,
reducing the temperature from 0 to -18°C extended the storage period by an additional 20 years.
A seed germination rate of over 75% was considered the threshold value for viability.

Two tobacco mapping populations, Florida 301 x Hicks and Beinhart—1000 x Hicks,
were used to identify QTLs related to seed longevity traits. The traits considered included:
germination capacity, percentage of all germinated seeds, time required to germinate 50%
of seeds in the sample, and the Area Under the Curve (AUC) parameter, which measures the
surface area under the germination time curve between t=0 and a user-defined endpoint t=x,
calculated after 200 hours of germination.

In the Florida 301 x Hicks mapping population, four genetic regions located on four
chromosomes were identified as controlling four traits associated with tobacco seed longevity.
Meanwhile, in the Beinhart-1000 x Hicks population, 23 additive QTLs were detected,
distributed across 11 chromosomes, controlling the variability of the four studied traits related
to seed longevity. Epistatic QTLs were detected only for the trait number of germinated seeds.
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In the control seeds, four QTL pairs located on four chromosomes were identified, while
in artificially aged seeds, one pair was located on two different chromosomes.

The results obtained demonstrated significant differences in tobacco seed longevity
depending on storage conditions and confirmed the complexity and polygenic nature of this
trait. The information regarding tobacco seed longevity can be valuable in planning programs

for the regeneration of Nicotiana collection accessions maintained in gene banks.
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