Nr zadania

30

SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE

z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2015 roku

A. INFORMACJE OGOLNE

Tytut zadania Mapowanie sprz¢zeniowe i asocjacyjne owsa zwyczajnego

Numer zadania (w zatqczniku nr 8do rozporzqdzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015 r. w sprawie stawek
dotacji przedmiotowych dla réznych podmiotéw wykonujqcych zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. z 14 sierpnia 2015 r. poz. 1170)) 30

Planowany okres realizacji zadania 12 miesigecy

Planowane naktady w zt 200 000

B. DANE WNIOSKODAWCY

Imig i nazwisko osoby reprezentujacej jednostke badawcza, tytut lub stopien naukowy, stanowisko, nazwa
i adres jednostki badawczej, telefon, fax)

Stanistaw Baran, Prof. dr hab. inz., Prorektor ds. Nauki i Wspélpracy z Zagranica,
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

ul. Akademicka 13, 20-950 Lublin

Telefon: 81-445-60-66; Fax: 81-533-35-49, e-mail: biuro.rektora@up.lublin.pl




C. INFORMACJA O WYKONAWCACH

1. Zesp6t badawczy

kierownik zadania

imi¢ i nazwisko

stopien i tytul naukowy

miejsce zatrudnienia

Edyta Paczos-Grzeda

dr

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin

wykonawcy zadania

imig¢ i nazwisko

stopien i tytut naukowy

miejsce zatrudnienia

Piotr Bednarek

dr hab., prof. IHAR

IHAR Radzikow
Zaklad Biochemii i Fizjologii Roslin

Aneta Koroluk

mgr inz.

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Ros$lin

2. Kierownik zadania (imie, nazwisko, tytut lub stopien naukowy, adres do korespondencji, telefon bezposredni i do
sekretariatu jednostki organizacyjnej zatrudniajacej kierownika zadania, e-mail kierownika; telefon do oraz dane osoby,
Z ktorq mozna sie kontaktowac w razie nieobecnosci kierownika zadania)

Edyta Paczos-Grzeda, dr

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin
ul. Akademicka 15

20-934 Lublin

tel. bezp. (81) 445-68-66, kom. 504098872, sekretariat (81) 445-68-84
edyta.paczos@up.lublin.pl

osoba, z ktorq mozna sie kontaktowaé w razie nieobecnosci kierownika zadania
Aneta Koroluk, mgr inz.

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin
ul. Akademicka 15

20-934 Lublin

tel. (81) 445-68-84, kom. 509089757
aneta.koroluk@up.lublin.pl



mailto:edyta.paczos@up.lublin.pl
mailto:aneta.koroluk@up.lublin.pl

D. OPIS ZADANIA

1. Cele zadania

Lp.

Cel

Czy cel zostal zrealizowany

1

Precyzyjne fenotypowanie 1 genotypowanie za pomoca
markerow  DNA  wczesnych  pokolen  mieszancow.
Wyprowadzanie kolejnych populacji mapujacych.

TAK

Kontynuowanie rozmnozen materiatow przeznaczonych do
uzyskania  zaawansowanych  migdzyodmianowych i
migdzygatunkowych rekombinacyjnych linii wsobnych.

TAK

Fenotypowanie i  genotypowanie linii i odmian
przeznaczonych do mapowania asocjacyjnego.

TAK

Opracowanie mapy genetycznej bazujacej na populacji
mapujacej E326 pokolenia F, wyprowadzonej w oparciu o
krzyzowanie biparentalne ‘Bingo’ X ‘Pennline 116°.

TAK

Zlokalizowanie na opracowanej mapie genetycznej loci
wybranych cech ilosciowych.

TAK

Identyfikacja markerow genetycznych sprzezonych =z
obecnoscia genu Dw6 w oparciu o analizg polimorfizmu
RAPD oraz markeréw dla genu Dw7 w oparciu o matryce
DArTseq po uwzglednieniu obserwacji rozszczepien w
obrebie linii F3 populacji mapujacej E337.

TAK

2. Harmonogram realizacji zadania

Harmonogram realizacji zadania nalezy sporzqdzi¢ w tabeli, dla kazdego z planowanych tematéw badawczych
Z uwzglednieniem ilosci planowanych testow/prob/linii na ktorych prowadzone bedq badania. Prosze podaé koszty realizacji

poszczegolnych tematow badawczych.

Prosze wyréznié etapy (tematy badawcze), okresli¢ czas ich trwania w miesiqcach od rozpoczecia projektu i przewidywane
koszty. Terminy realizacji tematow badawczych moga sie zazebiaé. Suma kosztow tematow badawczych musi byé¢ réwna

catkowitemu kosztowi zadania.

Termin rozpoczegcia — Przewidywane
zakonczenia realizacji koszty
Lp. Nazwa tematu badawczego tematu badawczego w realizacji
miesigcach od rozpoczgcia | tematu
realizacji zadania badawczego
Wprowadzanie genéw warunkujacych kartowatosé
ro$lin lub osypywanie ziarniakow, kontynuacja
1 |rozmnozen populacji mapujacych oraz 4-12 19550
fenotypowanie wczesnych pokolen mieszancow
(potaczone tematy 1 i 2 opisu wieloletniego).
Analiza podstawowych waloréw rolniczych ro$lin
o |1 badam.e parametrow p@onu linii 1.0drr.11an 4-12 32100
uczestniczacych w analizach asocjacyjnych
(temat 5 opisu wieloletniego).
3 Genotypowanie z Wykorzystanlgm metody DArTseq 1-12 122000
(potaczone tematy 3 i 4 opisu wieloletniego).
4 | Konstrukcja mapy genetycznej 9-12 10550
(temat 7 opisu wieloletniego).
5 Identyﬁkgqa _marke_row cech 1-12 15800
(temat 8 opisu wieloletniego).
Razem 200000




3. OpIS tematow badawczych (nalezy sporzqdzi¢ opis dla tematéw badawczych wymienionych w tabeli powyzej;
kolejnos¢ zgodnie z tabelq powyzej)

3. 1. Wprowadzanie gen6w warunkujacych karlowatos$¢ roslin lub osypywanie ziarniakow,
kontynuacja rozmnozen populacji mapujacych oraz fenotypowanie wczesnych pokolen
mieszancow.

Cel tematu badawczego 1

*  Wyprowadzenie migdzyodmianowych populacji mapujacych (z genami kartowatosci (Dw4 i
Dw?7) oraz migdzygatunkowych z A. sterilis i A. fatua.

*  Fenotypowanie mieszancoéw F; uzyskanych w roku poprzednim.

*  Fenotypowanie dwoch populacji mapujacych pokolenia F, segregujacych pod wzgledem
wysokosci.

* Identyfikacja homozygot wsrdd linii F3 reprezentujacych populacje: E326, E337, E366, E423.
*  Kontynuacja rozmnozen w kierunku RIL populacji 32, 52, 561 101.

Materialy i metody

Wszystkie formy przeznaczone do krzyzowan i rozmnozen oraz mieszance F; wysiano na
poletkach Gospodarstwa Doswiadczalnego Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, w
Czestawicach koto Nateczowa. Siew wykonano na przetomie marca i kwietnia. Dlugo$¢ rzedow
wynosita 1m, za$ rozstawa 20 cm. W poczatkowym okresie wegetacji przeprowadzono oprysk
pielggnacyjny Chwastoxem Trio, natomiast pozniej chwasty usuwano recznie. W fazie strzelania
w zdzblo przeprowadzono oprysk preparatem Karate-ZEON w celu zwalczenia mszyc,
skrzypionki i wciornastkow.

W celu wyprowadzenia populacji mapujacych: 1) miedzyodmianowych z genami karlowatosci
Dw4 i Dw7 oraz 2) miedzygatunkowych z A. sterilis i A. fatua przeprowadzono nastgpujace
krzyzowania:

1) Bingo x North Caroline (Dw7)

Bingo xTrelle Dwarf (Dw4)

Kasztanx North Caroline (Dw7)

Kasztan xTrelle Dwarf(Dw4)
2) odmiana A. sativa (cv. Bingo lub cv. Kasztan) xA. sterilis (8 genotypow) — 8 kombinacji
odmiana A. sativa (cv. Bingo lub cv. Kasztan) xA. fatua(8 genotypow) — 8 kombinacji

Kastrowanie ros$lin rozpoczgto na poczatku fazy kwitnienia. W wiesze kastrowano kilkanascie
szczytowych ktoskow, fragmenty wiech zaizolowano izolatorami z tomofanu do czasu zapylenia.
Po 3-4 dniach od usunigcia pylnikow na dojrzate znamiona naniesiono pylek z pylnikow
zebranych wczesniej z roslin ojcowskich. Po dwoéch dniach zapylanie powtérzono. Izolatory
pozostawiono na ro$linach az do zbioru, ktory mial miejsce po osiagnigciu dojrzatosci woskowe;.
Na podstawie liczby wykastrowanych i1 zapylonych kwiatkow oraz liczby zawiazanych
ziarniakow okreslono efektywno$¢ krzyzowania.

Oceng fenotypowa przeprowadzono dla 15 kombinacji mieszancowych F; uzyskanych w roku
poprzednim. Kombinacje reprezentowaly: 1) mieszance z genem karlowatosci Dw7 (5
kombinacji) oraz 2) mieszance miedzygatunkowe A. sativa x A. sterilis (10
kombinacji).Wysiewano po 2 ziarniaki z kazdej kombinacji, ewentualnie 1 jesli w roku
poprzednim nie uzyskano wystarczajacej liczby nasion. Wszystkie rosliny F; poddano ocenie
fenotypowej. Fenotypowanie roslin F; polegato na ocenie podstawowych walorow rolniczych
ro§lin w warunkach laboratoryjnych. Oceniono: wysokos$¢, liczb¢ pedow produkcyjnych i
niedogonow, dtugos¢ wiechy, liczbe ktoskow, liczbe i mase ziarniakow z wiechy oraz mase
ziarniakow z ro$liny.

W fazie krzewienia z kazdej rosliny F, oraz kazdej ro$liny rodzicielskiej wykorzystanej w
krzyzowaniach pobrano i zamrozono w temp. -70°C fragmenty lici w celu zabezpieczenia tkanki
do izolacji DNA w kolejnych latach badan.



Ocenie rozszczepien wysokoséci ro$lin warunkowanej obecno$cia genu Dw6 poddano dwie
populacje F,:

E508 DC 2112/05 x Quoll (Dw6)
E572 Bingo xWallaroo (Dw6)

Z kazdej kombinacji mieszancowej wysiano po 150 ziarniakoéw. W fazie krzewienia z roélin F,
pobrano i zamrozono w temp. -70°C fragmenty liSci w celu izolacji DNA w latach kolejnych.
Fenotypowanie roslin F, przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych. Oceniono: wysokosc,
dlugos¢ miedzywezli, liczbe pedow produkcyjnych i niedogonow, diugo$¢ wiechy, liczbe
ktoskow, liczbe 1 mase ziarniakdw z wiechy. Obliczono MTZ i ptodnos¢ ktoska. Na podstawie
uzyskanych wynikoéw okreslono stosunek rozszczepien wysokosci determinowanej obecno$cia
genu Dw6 w obu populacjach.

Ocenie rozszczepien wysokosci poddano cztery populacje pokolenia F;: E326, E337, E366 i
E423.

Nazwa populacji | Formuta krzyzowania Liczba linii F;
E326 Bingo xPenline 116 (Dw7) 91
E337 Bingo x North Carolina (Dw7) 77
E366 Bingo x Palestine Dwarf (Dw7) 67
E423 STH 8827 (DW6 - niski) x STH 9210 (Dw6 - $redni) 273

W rzedach dlugosci 1m wysiano ok. 50 ziarniakéw z kazdej linii poszczegdlnych populacji.
Identyfikacja homozygotycznych pod wzgledem wysokosci linii F3 polegata na wizualnej ocenie
wyrownania ros$lin w rzedzie w fazie dojrzatosci mlecznej. Po stwierdzeniu wyrdwnania
przeprowadzono pomiar wysokosci trzech losowo wybranych ro§lin. Z pomiaré6w obliczono
srednig wartos¢ dla kazdej homozygotycznej linii. Otrzymane wyniki porownano z obserwacjami
uzyskanymi w roku poprzednim dla pokolenia F, badanych populacji, co pozwolito na
identyfikacj¢ homozygotycznych roslin F.

Rozmnozono réwniez kolejne pokolenia (F,,Fs,Fg) mieszancow migdzyodmianowych oraz
miedzygatunkowych w kierunku uzyskania RIL(populacje 32, 52, 56, 101).

Nazwa populacji | Formuta krzyzowania Liczba linii Pokolenie
E32 Sam x A.fatua 216 150 (Fe)

E56 A. fatua 216 x Sam 150 (Fe)

E52 A. sterilis 66 x Sam 300 (F4, Fs, Fg)
E101 STH 9787 x Bingo 360 (Fa, Fs)

W rzgdach dtugosci 0,5 m wysiano ok. 25 ziarniakéw z kazdej linii poszczegdlnych populacji.
Tuz przed kwitnieniem na 3 wiechy wszystkich linii reprezentujacych populacje E32, E52 i E56
zatozono izolatory z tomofanu. Po osiagnigciu pelnej dojrzalosci izolatory zebrano, a
najtadniejsze wiechy z kazdej linii wymtocono. Ziarniaki przeznaczono do rozmnozenia w roku
kolejnym. W przypadku populacji E101 izolacji nie przeprowadzono. Z kazdej linii w fazie
dojrzatosci wybrano i wymidcono tylko jedna wiecheg, a uzyskane z niej ziarniaki zostana
wysiane w roku kolejnym.

Wyniki

W celu wyprowadzenia miedzyodmianowych populacji mapujacych z genami karlowato$ci Dw4 i
Dw?7 przeprowadzono krzyzowania odmian ‘Bingo’ i ‘Kasztan’ z odmianami North Caroline (Dw7) i
Trelle Dwarf (Dw4). Aby uzyska¢ populacje_migdzygatunkowe przeprowadzono krzyzowania
odmian‘Bingo’ i ‘Kasztan’ z A. sterilis i A. fatua

W krzyzowaniach migdzyodmianowych wykastrowano i zapylono 295 kwiatkéw uzyskujac w
sumie 48 ziarniakow. [lo$¢ ziarniakow dla poszczegolnych kombinacji wahata si¢ od 1 (Bingo x Trelle
Dwarf do 25 Kasztan x Trelle Dwarf. Zapylono 295 kwiatkow w 29 wiechach uzyskujac 48
ziarniakow F1 (Tab.1). Efektywno$¢ krzyzowania wyniosta srednio 16%. Od 6,25% dla kombinacji
Bingo x Trelle Dwarf do 34% dla Bingo x North Carolina.



Tab. 1. Efektywno$¢ krzyzowan miedzyodmianowych.

Liczba Liczba
Pochodzenie | wykastro- Liczba ‘x
Forma - - wykastro- . Efektywnos¢
Forma ojcowska | Gen formy wanych i zawigzanych . .
mateczna . - wanych T krzyzowania
ojcowskiej zapylonych e o ziarniakow
. kwiatkow
wiech
Bingo North Carolina Dw7 NPGS 3 35 12 34,29
Kasztan North Carolina Dw7 NPGS 8 76 10 13,16
Bingo Trelle Dwarf Dw4 NPGS 2 16 1 6,25
Kasztan Trelle Dwarf Dw4 NPGS 16 168 25 14,88
Suma 29 295 48
Srednia 7,3 73,8 12,0 16,27

W krzyzowaniach miedzygatunkowych jako formy mateczne wykorzystano odmiany Kasztan i

Bingo, zas jako formy ojcowskie po 8 genotypow A. fatua i A. sterilis.

Wykorzystujac jako dawce pylku genotypy A. fatua uzyskano $rednia efektywnos$¢ krzyzowania
przekraczajaca 31% (Tab. 2). Efektywno$¢ zawiazywania ziarniakow wahata si¢ od 6% dla
mieszancow z F 510 do 50% dla mieszancow z F_511 i F_513. W sumie po wykastrowaniu i
zapyleniu 505 kwiatkow uzyskano 158 ziarniakow Bingo x A. fatua, od 2 do 48 w zalezno$ci od
genotypu formy dzikiej.

Tab. 2. Efektywnos¢ krzyzowan A. sativa x A. fatua.

Liczba .
. wykastro- Liczba Liczba
Forma Forma Pochodzenie formy . wykastro- . Efektywnos¢
. . -~ wanych i zawigzanych . .
mateczna | ojcowska ojcowskiej wanych R krzyzowania
zapylonych s o ziarniakéw
. kwiatkow
wiech
Bingo F_508 NPGS_Etiopia 3 38 18 47,37
Bingo F_509 NPGS_Iran 5 64 5 7,81
Bingo F 510 NPGS_Kenia 3 33 2 6,06
Bingo F 511 NPGS_Turcja 9 96 48 50,00
Bingo F_512 NPGS_Maroko 14 131 32 24,43
Bingo F_513 NPGS_Turcja 2 22 11 50,00
Bingo F 518 NPGS_Kazachstan 9 94 40 42,55
Bingo F_519 NPGS_Tadzykistan 2 27 2 7,41
Suma 47 505 158
Srednia 59 63,1 19,8 31,29

Prowadzono réwniez krzyzowania migdzygatunkowe, w ktorych forme¢ ojcowska stanowity
genotypy A. sterilis. Wykastrowano tacznie 1124 kwiatki uzyskujac zaledwie 77 ziarniakow (Tab. 3).
Efektywno$¢ krzyzowania z A. sterilis byla niemal trzykrotnie nizsza anizeli w krzyzowaniach
migdzyodmianowych i pigciokrotnie nizsza anizeli w krzyzowaniach z A. fatua i wynosila 6,85.
Efektywno$¢ krzyzowania byta jednoczes$nie bardzo zréznicowana, od 0,0 dla As 203 do 44% z
As_66. W zwiazku z tym zyskane w efekcie krzyzowania ziarniaki reprezentuja nie 8, jak planowano,
ale 7 kombinacji mieszancowych. Genotypem, ktorego pylek nie byt w stanie przetamac
migdzygatunkowych barier krzyzowalnosci byt As_203. Poza As_66, z udzialem ktérego uzyskano az
47 ziarniakdw mieszancowych, genotypy A. sterilis uczestniczyly w wiazaniu od 1 (As_204) do 10
ziarniakow (As_3).



Tab. 3. Efektywno$¢ krzyzowan A. sativa X A. sterilis.

Liczba

wykastro- Liczba Liczba
Forma Forma Pochodzenie formy - wykastro- . Efektywnos¢
. . L wanych i zawigzanych . .
mateczna | ojcowska ojcowskiej wanych T krzyzowania
zapylonych < o ziarniakow
. kwiatkow
wiech
Bingo As_3 CAV 5041 _PGRC 5 54 10 18,52
Bingo As_66 P1 380125 _NPGS 10 107 47 43,93
Bingo As_203 P1 657616 NPGS 24 241 0 0,00
Kasztan As_2 CAV 1832_PGRC 2 19 3 15,79
Kasztan As_6 CAV 4963 _PGRC 4 46 8 17,39
Kasztan As_ 7 CAV 5165 _PGRC 6 61 4 6,56
Kasztan As_172a | 51855 E 2347 IHAR 27 266 4 1,50
Kasztan As_204 P1 657618 NPGS 33 330 1 0,30
Suma 111 1124 77
Srednia 13,9 140,5 9,6 6,85

Przeprowadzono réwniez fenotypowanie 15 kombinacji mieszancowych F1 uzyskanych w roku
poprzednim. Reprezentowatly one: 1) mieszance z genem kartowatosci Dw7 (5 kombinacji) (Tab. 4)
oraz 2) mieszance miedzygatunkowe A. sativa X A. sterilis (10 kombinacji) (Tab. 5). Mieszance

charakteryzowaty si¢ duza zmienno$cia cech.

Tab. 4. Wyniki fenotypowania mieszancow F; z genem kartowatosci Dw7.
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1 752 | 1 |[Breton |Finley 93 3 0 |17 | 51| 101 | 4,17 | 1,98 | 41,29
2 | 792 | 1 |Finley |Rajtar 110 4 6 |20 | 80| 172 | 7,00 | 2,15 | 40,70
2 | 792 | 2 |Finley |Rajtar 125 4 4 |20 (83| 138 | 6,11 | 1,66 | 44,28
31793 | 1 |Finley |Bingo 105 4 3|17 |71 | 130 | 5,63 | 1,83 | 43,31
4 | 794 | 1 |Finley |Kasztan 106 3 3120 |63 | 131 5,89 | 2,08 | 44,96
4 | 794 | 2 |Finley |Kasztan 105 4 1|20 |63 | 154 | 6,66 | 2,44 | 43,25
4 | 794 | 3 |Finley Kasztan 95 3 0|16 |49 | 84 | 3,50 | 1,71 | 41,67
4 | 794 | 4 |Finley |Kasztan 109 3 0|19 |59 | 120 | 5,23 | 2,03 | 43,58
4 | 794 | 5 |Finley |Kasztan 105 3 312061162 | 6,50 | 2,66 | 40,12
5 | 824 | 1 |Kasztan |North Caroline| 80 4 2 |18 |56 | 127 | 45 | 2,27 | 35,43




Tab. 5. Wyniki fenotypowania mieszancow migdzygatunkowych F;.
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1 | 750 | 1 |Rajtar |A.sterilis_172a | 131 4 6 | 21| 22| 71 | 2,89 | 3,23 | 40,70
1 | 750 | 2 |Rajtar |A.sterilis_172a | 130 6 8 | 23|28 | 72 | 2,71 | 2,57 | 37,64
2 | 751 | 1 |Breton |A.sterilis_172a | 144 7 12 124 | 31| 91 | 3,59 | 2,94 | 39,45
3 1753 | 1 |Breton |A.sterilis R60 | 111 4 0 |21)|49 | 8 | 345 | 1,76 | 40,12
3 | 753 | 2 |Breton |A.sterilis_R60 | 119 5 6 | 21|46 | 83 | 331 1,80 | 39,88
4 1803 | 1 |Bingo |A. sterilis 66 155 4 3125133 94 |394 2854191
51804 | 1 |Bingo |A.sterilis_M52 | 170 3 5 | 25|23 | 93 | 4,16 | 4,04 | 44,73
6 | 805 | 1 |Bingo |A.sterilis R52 | 149 6 3122|132 8 | 263|269 | 3058
7 1806 | 1 |Bingo |A.sterilis_ R63 | 112 4 3 120 |55 | 124 | 54 | 2,25 | 43,55
8 | 807 | 1 |Bingo |A.sterilis_R68 | 117 3 1 (17|22 | 40 |1,48 | 182 | 37,00
9 | 822 | 1 |Kasztan |A. sterilis_172a | 122 4 4 |18 |18 | 54 | 1,94 | 3,00 | 35,93
9 | 822 | 2 |Kasztan |A. sterilis_172a | 138 7 12 126 | 30 | 79 | 3,04 | 1,63 | 41,77
10| 823 | 1 |Kasztan |A. sterilis_M52 | 150 5 5126 |21 | 71 | 2,94 | 3,38 | 41,41

Ocenie rozszczepieh wysokosci roslin warunkowanej obecnoécia genu Dw6 poddano dwie populacje
Fa:

E508 DC 2112/05 x Quoll (Dw6) 114 ro$lin
E572 Bingo xWallaroo (Dw6) 109 roslin

Analiza statystyczna rozszczepien wysokosci roslin w populacji 508 z wykorzystaniem testu
Chi? wykluczyta rozktad normalny cechy przy wartosci p = < 0,0001, co jest zgodne z oczekiwaniami.
Obecnos¢ genu Dw6 powoduje przewage osobnikow niskich w populacji. Udziat osobnikow o
poszczegoblnych fenotypach pod wzgledem wysokos$ci przedstawiono na histogramie (Rys. 2).

Histograms

0,045

0,035 +

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Wysokosé

Normal(75,219;18,734) |

| —— Wysokosc

Rys. 1. Histogram przedstawiajacy rozktad osobnikow w zaleznosci od ich wysokosci w populacji
508.



W przypadku populacji 572 analiza statystyczna wysoko$ci poszczegdlnych osobnikow z
wykorzystaniem testu Chi? wykluczyta rozktad normalny cechy przy wartosci p=0,006. Podobnie jak
w przypadku populacji 508 obecno$é¢ genu Dw6 powoduje dominacjg osobnikéw niskich w populacji,
niemniej jednak rozktad poszczegoélnych fenotypow jest odmienny, anizeli w populacji 508 1 wskazuje
na wystepowanie form $rednich. Udzial osobnikéw o poszczegélnych fenotypach pod wzgledem
wysokos$ci przedstawiono na histogramie (Rys. 2).

Histograms.

Rys. 2. Histogram przedstawiajacy rozktad osobnikéw w zalezno$ci od wysokosci w populacji 572.

W populacji 572 oprocz genu Dw6 dziata rowniez inny gen lub geny o stosunkowo silnych
efektach, ostabiajacych dziatanie genu Dw6. Odmiana Wallaroo wykorzystana jako dawca tego genu
jest odmiana $rednia. Srednia wysokos¢ roslin w populacji 572 wyniosta ok. 90 cm (Tab. 8) podczas,
gdy w populacji 508 zaledwie 75 cm (Tab. 7).

Tab. 7. Analiza statystyczna wynikow fenotypowania populacji 508.

) Odchylenie
L.p. Cecha Minimum | Maximum | Srednia standardowe
1| Wysoko$¢ 53,00 121,00 75,22 18,73
2 | Liczba pedow produkcyjnych 2,00 12,00 4,22 1,50
3 | Liczba niedogonéw 0,00 18,00 3,81 3,19
4 | Liczba kloskow 9,00 63,00 32,10 10,56
5 | Srednica 3,10 6,60 4,78 0,66
6 | Liczba ziarniakow 19,00 157,00 66,52 28,47
7 | Masa ziarniakow z wiechy 0,33 7,12 2,92 1,24
8 | Ptodnos¢ kloska 0,29 4,52 2,07 0,51
9| MTZ[g] 23,72 59,50 43,90 8,64
101 0,00 5,00 0,55 1,09
111 0,00 10,00 3,69 1,99
12 [ I 4,00 16,00 7,30 2,27
13(1V 6,00 24,00 12,04 4,46
14 | Dhugo$¢ doklosia 20,00 59,00 32,98 9,53
15 | Dlugo$¢ wiechy 11,00 28,00 17,70 4,87
16 | Liczba miedzywezli 4,00 6,00 5,16 0,53
17 | pnw 0,00 36,00 10,82 9,21
18| 1 0,00 6,00 0,67 1,28
19111 0,00 10,00 4,21 1,97
20 | 11 4,00 17,00 6,95 2,40
21( 1V 6,00 25,00 12,21 4,62
22 | Dlugos¢ doktosia 19,00 55,00 31,57 8,68
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) Odchylenie

L.p. Cecha Minimum | Maximum | Srednia standardowe
23 | Dlugos¢ wiechy 11,00 27,00 17,45 4,22
24 | Liczba miedzywezli 4,00 6,00 5,24 0,54
25 | pnw 0,00 38,00 10,43 8,90

Oprocz analizy wysokos$ci szczegdlowej analizie poddano inne parametry ro$lin w
poszczegdlnych populacjach. Miedzy innymi dlugos¢ migdzywezli, dhugos¢ doklosia, wiechy i
odleglos¢ pomigdzy szczytem wiechy a nasada liscia flagowego. Ostatnia z cech odpowiedzialna jest
za niepetne wychodzenie wiechy z pochwy liSciowej, co wptywa na redukcje plonu roslin o kartowym
lub poétkartowym pokroju. Jedna z cech odrozniajacych od siebie obie populacje jest wigksza liczba
migdzywezli w populacji 572 anizeli w populacji 508.

Tab. 8. Analiza statystyczna wynikow fenotypowania populacji 572,

) Odchylenie
L.p. Cecha Minimum | Maximum | Srednia standardowe
1| Wysokos$é 61,00 123,00 90,70 11,66
2 | Liczba pedow produkcyjnych 1,00 12,00 4,72 1,88
3 | Liczba niedogondéw 0,00 17,00 6,08 3,24
4 | Liczba ktoskow 11,00 86,00 25,82 10,86
5 | Srednica 2,70 6,60 4,43 0,66
6 | Liczba ziarniakow 12,00 156,00 55,81 27,33
7 | Masa ziarniakOw 0,58 6,37 2,33 1,09
8| MTZ 31,43 52,00 42,42 4,62
9 | Plodnos¢ kloska 0,61 3,29 2,13 0,50
101 0,00 2,00 0,02 0,19
111011 0,00 6,00 0,16 0,83
12| 111 0,00 8,00 1,09 1,78
13| 1V 0,00 11,00 4,56 2,55
14|V 4,00 17,00 10,01 2,34
15| VI 7,00 23,00 17,18 2,67
16 | Dlugo$¢ doklosia 12,00 55,00 38,42 7,05
17 | Dlugo$¢ wiechy 10,00 29,00 15,52 2,81
18 | Liczba migdzywezli 4,00 8,00 5,35 0,70
19 | pnw 1,00 32,00 18,39 5,65
20| 1 0,00 5,00 0,13 0,70
21|11 0,00 8,00 1,09 1,60
22 | I 0,00 11,00 4,75 2,69
231V 5,00 16,00 10,23 2,33
24 |V 7,00 25,00 17,01 2,69
25 | Dlugos¢ doktosia 12,00 55,00 37,32 6,80
26 | Dlugos¢ wiechy 10,00 29,00 15,30 3,00
27 | Liczba migdzywezli 4,00 7,00 5,40 0,65
28 | pnw 2,00 38,00 18,09 6,18
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Ocenie rozszczepien wysokosci poddano réwniez cztery populacje pokolenia Fs: E326, E337,
E366 i E423, ktorych liczebnos¢ wynosita od 63 do 273 linii (Tab. 9). W sumie fenotypowano 504
poletka. Z wyjatkiem populacji E423, w ktorej segregacja wysokosci determinowana jest obecnoscia
genu Dw6 w pozostatych populacjach réznice w wysokosci linii wynikaly z obecno$ci genu Dw7.

Tab. 9. Fenotypowane populacje F3.

Populacja Gen Liczba
mapujaca Kombinacja mieszanicowa Kkarlowatosci fenotypowanych
pokolenie F3 linii F3
E423 STH 8827 (Dw6 - niski) x STH 9210 (DW6 - $redni) Dw6 273
E326 Bingo x Penline 116 Dw7 91
E337 Bingo x North Carolina Dw7 77
E366 Bingo x Palestine Dwarf Dw7 63

Suma 504

Pomiary wysokos$ci roslin w obrgbie poletek o wyréwnanej wysoko$ci pozwolily na
wyodrebnienie homozygot dominujacych i recesywnych, niestety tylko pod wzgledem genu Dw7. Na
podstawie segregacji w pokoleniu F3 w populacjach E326, E337, E366 mozna okresli¢ stosunek
rozszczepien genotypéw W tych populacjach w pokoleniu F, na 1:2:1, co odpowiada stosunkowi
rozszczepien fenotypoéw 3:1 (Tab. 10).

Tab. 10. Analiza rozszczepien wysokosci w fenotypowanych populacjach F3.

Populacja Liczba homozygot
mapujaca Kombinacia mieszafhcowa Gen Liczba Liczebnos¢
pokolenie J karlowato$ci | nijskich | wysokich | heterozygot |calej populacji
F3
E366 Bingo x Palestine Dwarf Dw7 14 20 29 63
E337 Bingo x North Carolina Dw7 19 21 37 77
E326 Bingo x Pennline 116 Dw7 20 19 52 91
STH 8827 (Dw6 - niski) x 5 5 s
E423 STH 9210 (DWS - §redni) Dwe ' ' ' 273

Nie bylo mozliwe zidentyfikowanie homozygot w obrebie linii F3 w populacji E423 gdyz
réznice w wysokosci roslin byly zbyt mate. Populacja ta jest efektem krzyzowania niskiej 1 $redniej
linii hodowlanej i kazda z roslin w obregbie 273 linii jest homozygota pod wzgledem genu Dwe,
dlatego tez charakteryzuje je kartowy badz potkartowy fenotyp. Wydaje si¢ mozliwe zidentyfikowanie
linii homozygotycznych pod wzgledem genow wspottowarzyszacych Dw6 1 odpowiadajacych za
polkartowy fenotyp dopiero w dalszych pokoleniach. Jest to zgodne 2z wcze$niejszymi
przewidywaniami, ze potkartowy fenotyp jest efektem dziatania kilku gendéw o nakladajacych sig
efektach maskowanych dodatkowo obecno$cia Dw6.
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Tab. 11. Ocena wysokosci linii F3

W tabeli 11 przedstawiono wyniki pomiaréw dla wszystkich 273 linii z populacji E423.

populacji E423.

g, e g . e g N e N e . e g N e

gl 3 3 gl 3 3 g 3 3 g 3 3 g 3 3 g 3 3

2 ki s B £ 2 k| g = k) k| 2 g £ 2 kK g

K El g K 2 2 K E g K 3 E K 3 2 K 2 3

£ 2 2 3 g 3 3 3 3 3 g 3

s B B s| = s s B B s s B s B s s B B
1 97 75 46 77 68-73 90 78 72 135 88| 65-76 181 75 63-70 227 90 50-65
2 93 80 47 71 60-75 91 79 75-80, 136 77, 57-60 228 88 63-68
3 86, 53-63 47 89 68-70] 92 81 65-73 137 90 67-70 229 74 55-75
4] 73 67 48] 85 77-90f 93 79 73 138 90 65-70 230 75 60-67
5 96/ 73 49 98 72-77] 94 82, 58-77 139 76 55-62 231 81 68-70]

6 88 65 50 79 65-72 95 75 38-60 140 82 57-63 232 74 68}

7 84 Eﬂrﬁj 51] 77 67-77, 96, 90 68-72 141 79 65-75 233 86 65-70,
8 90 65-72 52 85 62 97| Bj 75 142 78] 55-65 234 7j 63-73
9 85 75-80) 53] 81 70 98, 82 65-71 143 81 60-65 235 83 65-72
10 102 73-75 54 87 50-65| 99 87 75-80) 144 85| 60-67 236 79 67-70
11 75 65-75 55 76 75-82 100, 86 80-85 145 71 58-65 237 91 60-70,
12 75 75-80) 56 80 53-63 101 75 63 146 82 60-67 238 63 65
13 81 63 57 89 50-70, 102 86 65-70, 147 89 60-65 239 86 60-72.
14 80! 58-60 58] 77 72-75 103 87 70| 148 75 65-72 240 83 67
15 84 60-65 59 80 60-70 104 86 80-87 149 82 72 241 71 63
16 76 70, 60 86 105 54 65 150, 81 63 242 70 62
17] 85, 68 61 92 70-78] 106 102 68 151 89 65-83 243 79 65
18, 93 75-80, 52' 73 66-73 107, 73 75-83 152 96 95 245 101 50-55
19 90 75-80 E‘ 65 108, 96 Bﬂ 153 91 60-64 246 74 67-77.
| 20| 78 65-70 64 66| 67-70, 109 67 55-62 154 72 80 Z47| 84 72-87
21 88 65-71 65 79 55-60) 110, 71 70, 155 79 70 248 79 60-67
22 98 67 66 64 Sj 111 81 68 156 79] 75 249 74 68
23 75 67 87 63-73 112 80 67 157 84 65-72 250 69 55-68
24 80 80, ﬂ 81 60 113 87 70-73 158 78] 55-63 251 Bd 65-80)
25 97, 60-75 69 83 60-65 114 95| 60-70) 158 86 70-74 252 95 65-73
26 82 55-70, 70 67 65| 115 87 68-70 159 83 60-77 253 76 72
27| 78 75-77. 71 79 60-75 116 89 60-73 160 75 63-68 254 86 55-62
28 86 55-65 72 79 65-70 117 79 70, 161 72 52-60 255 92 68-72
29 95 81-85 73 73 68-77, 118 85 62-68 162 80 75 256 82 65-70,
30 90 68 74 78 68-77, 119 79 60-65 163 8# 57 257 82 57-67
31 82 60-65 75 77 60-67, 120 75 55-63 164 80 63-75 258 75 63-80,
32 84 55-60 76 84 68-70 121 84 65 165 73 72 260 78] 73
33 73 75 77] 83 75-85| 122 81 65-75 166 7U| 72-80 260 85 65-68
34 73 65-75 78 84 55-75 123 94 67-75 167 Xﬂ 67 261 73 68
| 35| 81 55-72 79 76 65-80 124 100 68-75 169 86 55-73 262 84 78-80
36 81 70, 80 87 63-75 125 89 68-85 170 82 55-63 263 89 55-72
37| 76 60-75 81 82 70 126 80 60-70 171 91 60-75 264 97| 70-80
38| 91 67-73 82 86 55-70, 127 72] 64-67 172 81 70-78 265 85| 52-85
39| 92 73-75 83 80 63-70, 128 75 70-75 173 84 70 266 77 60,
40 98 65-78 84 73 68, 129 61 60-70, 174 74 65-75 - 267 77! 72-78
41 74 70-75 85 83 62-70 130 78 80 175 77, 78-80 - 268 92 65-78
42 74 70, 86 80 68-75 131 75 72 176 86 77 - 269 81 65-75
43 80, 68-70] 87, 83 68 132 76, 55-70] 177 85 65-75 - 270 82, 70
7' 75, 70-75 88, 97, 52—6# 133 87, 60-70) 178 68 60-70 - 271 81 65-78
ﬂ 75 62 89 96 75'87' 134 96 60-63 179 98, 80 - 272 59 75
180 85 55-70 226 86 77-80) 273 90 65-75

Celem zadania bylo rdwniez rozmnozenie kolejnych pokolen mieszancow migdzyodmianowych oraz
migdzygatunkowych w kierunku uzyskania RIL. Rozmnozono odpowiednio 152, 291 oraz 608 linii
pokolen F,, Fs i Fg (Tab. 12). W sumie zebrano izolowane ziarniaki z 1051 poletek. Najwicksza
liczebnos$cia charakteryzowaty si¢ populacje E52 oraz E101.

Tab. 12. Rozmnozenie kolejnych pokolen mieszancow.

Populacja

Rodowod

Liczebno$¢ roslin w pokoleniu

Fs

Fs Fe

Suma
roslin w
populacji

E32

Sam x A. fatua 216

- 118

118

E52

A. sterilis 66 x Sam

152

94 161

407

E56

A. fatua 216 x Sam

- 145

145

E101

STH 9787 x Bingo

197 184

381

Suma

152

291 608

1051

Mierniki dla tematu badawczego 1

miernik

warto$¢ miernika
podana w opisie
zadania

warto$¢ miernika

zrealizowana

Liczba wyprowadzanych kombinacji mieszancowych

Liczba fenotypowanych kombinacji F,

Liczba fenotypowanych populacji F;

Liczba fenotypowanych populacji F3

bW

Liczba populacji prowadzonych w kierunku RIL
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3. 2. Analiza podstawowych walorow rolniczych ro$lin i badanie parametréw plonu linii
i odmian uczestniczacych w analizach asocjacyjnych.

Cel tematu badawczego 2

*  Celem tematu jest okreslenie podstawowych walorow rolniczych oraz parametréw plonu
odmian i linii uczestniczacych w analizach asocjacyjnych.

Materialy i metody

Doswiadczenie zatozono dla 500 obiektow, ktore stanowia reprezentatywna probg polskich
odmian 1 linii hodowlanych owsa oraz materiatow zagranicznych bedacych zrédlem pozadanej
zmienno$ci. Ziarniaki wysiano siewnikiem na 3-rzadkowe poletka o dlugosci rzedow 1m i
rozstawie 25cm. Siew wykonano pod koniec marca. Na kazde poletko wysiano 150 ziarniakow.
W poczatkowym okresie wegetacji przeprowadzono oprysk pielegnacyjny S$rodkiem
chwastobdjczym, natomiast w fazie strzelania w zdzbto preparatem owadobdjczym.

W trakcie wegetacji oceniono: wczesnos$¢, stopien porazenia przez choroby w warunkach
naturalnej infekcji polowej, wysoko$¢ roslin, za$ po zbiorze plon z poletka i MTZ.

Wyniki

W doswiadczeniu zatozonym dla 500 obiektow stanowiacych reprezentatywna probeg polskich
materiatbw hodowlanych i odmian owsa oraz odmian zagranicznych wszystkie analizowane cechy,
takie jak: wczesno$¢, stopien porazenia przez maczniaka prawdziwego w warunkach naturalnej
infekcji polowej, wysokos¢, plon z poletka i MTZ charakteryzowaty si¢ duza zmiennoscia (Tab. 13).
Nie zaobserwowano porazenia rdza koronowa.

Tab. 13. Analiza statystyczna wynikow fenotypowania 500 odmian i linii przeznaczonych do
mapowania asocjacyjnego.

) Odchylenie
L.p. | Cecha Minimum | Maximum | Srednia standardowe
1| Wysokos¢ 36 142 91,73 14,08
2 | Ggsto$¢ ziarna hl/kg 34,6 59,4 45,74 3,17
3| % tuski 21,6 32,8 25,87 1,70
4| MTZ 27,4 63,4 40,35 5,05
5 | Odpornosé¢ na maczniaka 0 9 7,53 2,30
6 | Wezesnos¢ (Liczba dni od 1 maja) 27 49 38,00 2,95
7|Plonzim?2 0,19 0,89 0,56 0,11

Na przedstawionych ponizej histogramach zaobserwowa¢ mozna ilos¢ obiektow w
poszczegdlnych zakresach dla analizowanych cech. W przypadku wysokosci wigkszos¢ badanych
obiektow charakteryzuje si¢ wysokoscia od 90 do 100cm, przy czym zakres wartosci dla tej cechy
wynosi od 36 do 142 cm (Rys.3). Warto$s¢ MTZ u badanych genotypoéw waha si¢ od 27,4 g do 63.4 g,
wynoszac $rednio 40,35 g, a jednoczesnie u ok. 400 obiektow MTZ wynosi od 36 do 45 g (Rys. 4).

Rozpatrujac odporno$¢ na choroby, az u ponad 400 form stwierdzono wysoka odporno$¢ na
maczniaka zawierajaca si¢ w przedziale 8-9 (Rys. 5). Prawdopodobnie jest to wynikiem sprzyjajacych
warunkow pogodowych, badz wystgpujacego lokalnie patotypu o niskiej zjadliwosci. W poprzednim
roku badan silne porazenie zaréwna rdza, jak i maczniakiem badanych form wskazuje, ze tylko
nieliczne genotypy charakteryzujq si¢ wysoka odporno$cia na patogeny grzybowe.
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Rys. 3. Histogram przedstawiajacy rozktad fenotypow 500 osobnikéw w zaleznosci od ich wysokosci.

C—— —

Rys. 4. Histogram przedstawiajacy rozktad fenotypow 500 osobnikdéw w zaleznosci od ich MTZ.

Rys. 5. Histogram przedstawiajacy rozktad fenotypow 500 osobnikéw w zalezno$ci od odpornosci na
maczniaka.

Mierniki dla tematu badawczego 2

Lp. miernik warto$¢ miernika warto$¢ miernika
podana w opisie zrealizowana
zadania
1 Liczba obiektow w do§wiadczeniu poddanych 500 500

fenotypowaniu




3.3. Genotypowanie z wykorzystaniem metody DArTseq.
Cel tematu badawczego 3

* Analiza polimorfizmu DArTseq 270 genotypow — odmian i linii owsa przeznaczonych do
mapowania asocjacyjnego

*  Analiza polimorfizmu DArTseq 92 linii reprezentujacych populacje mapujaca E326 z genem
kartowatosci Dw7

Materialy i metody

Genotypowaniu metoda DArTseq poddano 270 odmian i linii przeznaczonych do mapowania
asocjacyjnego wytypowanych w roku poprzednim sposrdéd materiatdéw dostarczonych przez spotki
hodowlane: HR Strzelce, DANKO i MHR Polanowice. Obiekty te jednoczesnie fenotypowano w
ramach tematu badawczego 4.2.
Ponadto genotypowaniu poddano 92 osobniki F, reprezentujace populacje mapujaca E 326 (‘Bingo’ x
‘Pennline 116”) z genem kartowatosci Dw7 oraz formy rodzicielskie.
Izolacjg DNA przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnych zestawow. W celu okreslenia
stezenia i czystosci wyizolowanego DNA przeprowadzono pomiary spektrofotometryczne przy uzyciu
spektrofotometru NanoDrop2000. Kazda z probek zostanie doprowadzono do stezenia 100 ng/pl.
Przygotowane w ten sposob roztwory DNA beda przechowywano w temperaturze -25°C. W
przypadku niezadowalajacej czystosci proby poddano ponownej precypitacji. Dla ustalenia jakoSci
wyizolowanego DNA przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 1% zelu agarozowym z 0,01%
bromku etydyny w buforze TBE.
W celu identyfikacji polimorfizmu DArTseq genomowe DNA badanych form, w ilosci 500 ng z
kazdego genotypu, wystano do analiz, ktore zrealizowano w Diversity Arrays Technology, University
of Canberra w Australii wg opatentowanej metodyki. Jest to jedyny osrodek prowadzacy takie analizy.
Dysponuje rowniez odpowiednim oprogramowaniem do analizy danych. Nie jest mozliwe wykonanie
takich badan w Polsce, ani w zadnym innym miejscu na swiecie. Wyniki uzyskano w postaci macierzy
binarnych przeznaczonych do mapowania asocjacyjnego.

Wyniki

W celu analizy polimorfizmu DArTseq 270 genotypoéw — odmian i linii owsa przeznaczonych do
mapowania asocjacyjnego przeprowadzono izolacjc DNA wykorzystujac komercyjne zestawy do
izolacji (Sigma Aldrich), niemniej jednak zalecana przez dostawce zestawu procedure dostosowano do
uzyskania jak najwigkszej wydajnosci przy zachowaniu jak najlepszych parametrow DNA.

500 ng genomowego DNA reprezentujacego 270 kolejnych genotypow przeznaczonych do analiz
asocjacyjnych wystano na 96 dotkowych ptytkach Eppendorff w celu identyfikacji polimorfizmu
DArTseq. W efekcie analiz sekwencyjnych uzyskano 20870 polimorficznych markerow
kodominujacych typu SNP oraz 32650 dominujacych markeréw silicoDArT. Z uwagi na stala
rozbudowe platformy DArT nomenklatura markerow zostala sprowadzona do nazw permanentnych,
za$§ uzyskane sekwencje zostaly automatycznie poddawane analizie BLAST polegajacej na
poszukiwaniu w bazach banych sekwencji podobnych, czesto 0 znanej lub domniemanej funkcji.
Zgodnie z harmonogramem prac uzyskane matryce markerow z uwagi na ogromna ilo$¢ danych
zostana opracowane statystycznie w kolejnym roku projektu.

Analiza polimorfizmu DArTseq 92 linii reprezentujacych populacj¢ mapujaca E326 z genem
kartowatosci Dw7 rowniez zostala poprzedzona izolacja DNA, a po okresleniu jakoS$ci, czystosci i
doprowadzeniu do jednakowego stezenia probki zostaly wystane w celu przeprowadzenia analiz.
Uzyskana matryca binarna dla populacji mapujacej E326 zawiera 17318 SNP - polimorficznych
markerow DArTseq. Macierz binarna zostata ograniczona do ok. 4000 sekwencji o najlepszych
parametrach i wykorzystana w ramach zadania 3.4 do konstrukcji mapy genetycznej.

Mierniki dla tematu badawczego 3

Lp. miernik warto$¢ miernika warto$¢ miernika
podana w opisie zrealizowana
zadania
1 Liczba odmian i linii poddanych genotypowaniu metoda
270 270
DArTseq
2 Liczba roslin F, populacji E326 genotypowanych metoda
92 92
DAIrTseq
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3. 4. Konstrukcja mapy genetycznej.
Cel tematu badawczego 4

* Celem tematu jest konstrukcja mapy genetycznej dla populacji E326 (‘Bingo’ x ‘Pennline
116”) segregujacej pod wzgledem wysokosci z uwagi na obecnos¢ genu Dw7

Materialy i metody

Matryce binarne uzyskane w ramach ustugi DArTseq w temacie badawczym 4.3 przefiltrowano
w celu usunigcia redundancji. Pod uwage wzigto obie mozliwe fazy celem uniknigcia
ewentualnych strat w zaggszczeniu mapy genetycznej powodowanych btednym przypisaniem
fazy rodzicow. Mapowanie genetyczne zrealizowano za pomoca programu MultiPoint. Do
mapowania uzyto funkcji Kosambi. Czgstos¢ rekombinacji badano wizualnie analizujac dane
markerowe dla wybranej grupy sprzgzen.

Zestawienie grup sprzg¢zen w roznych fazach wykonano w programie MapChart.

Mapowanie kompozytowe wykonano w programie WinQTLCartographer. Za warto§¢ progowa
istotnosci QTL badanych cech uznano warto§¢ LOD=2.5.

Wyniki

Opracowano mape genetyczng sktadajaca sig z 44 grup sprzg¢zen (Tab. 14) z uwzglednieniem dwdch
faz (ze wzgledu na pewne réznice w mapowaniu komplementarnych grup sprz¢zen w sprawozdaniu
zamieszczono dane dla obu wariantow). Oznacza to, ze identyfikowano 22 grupy sprzezen, ktore
powinny odpowiada¢ 21 chromosomom owsa. Dla grup sprzgzen reprezentujacych obie fazy
rodzicielskie identyfikowano 689 markeréw szkieletowych.

Tab. 14. Zestawienie szczegdtowych danych dotyczacych mapy genetycznej populacji 326
pokolenia F2 opracowanej z wykorzystaniem markerow DArTseq. Przedstawione grupy sprzgzen
odzwierciedlajg mapowanie w oparciu o obie fazy markeréw genetycznych.

Liczba Najdtuzsza Liczba
Nazwa Grupy markerow Dlugos¢ w cM przerwa bez markerow
szkieletowych markeréw dodanych
LG1 32 276 31 177
LG2 29 267 31 185
LG3 18 147 25 133
LG4 13 112 35 90
LG5 27 256 39 281
LG6 19 178 43 169
LG7 22 218 23 169
LG8 32 304 23 161
LG9 18 151 26 57
LG10 24 125 35 87
LG11 24 271 46 155
LG12 20 160 26 55
LG13 9 62 10 39
LG14 13 94 12 37
LG15 12 96 18 67
LG16 11 120 23 16
LG17 12 129 24 15
LG18 11 94 13 30
LG19 12 81 13 39
LG20 17 217 37 93
LG21 14 89 10 40
LG22 32 393 43 153
LG23 11 97 17 32
LG24 12 99 17 31
LG25 28 343 52 124
LG26 10 82 18 70
LG27 9 62 10 44
LG28 11 94 13 30
LG29 15 156 37 48
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Liczba Najdtuzsza Liczba

Nazwa Grupy markerow Dlugos¢ w cM przerwa bez markerow

szkieletowych markerow dodanych
LG30 7 67 22 26
LG31 13 93 10 41
LG32 7 47 11 38
LG33 7 38 8 20
LG34 18 209 42 39
LG35 16 165 42 34
LG36 13 102 22 74
LG37 11 146 44 46
LG38 16 129 14 25
LG39 12 97 15 29
LG40 11 134 44 46
LG41 13 105 15 72
LG42 7 73 31 40
LG43 10 61 12 44
LG44 11 68 12 43

Mapa genetyczna ma dtugos¢ 6 307 cM. Laczna dtugo$¢ luk to 1094cM, natomiast liczba markerow
dodanych stanowi 3244. Srednio jeden marker wystgpuje co 10-11cM (Tab. 15).

Tab. 15. Zestawienie charakterystyk mapy genetycznej

Markery Dlugos¢ . Markery
. Luki

szkieletowe | mapy dodane
Lacznie 689 6307 1094 3244
USrednione 15,65 143,34 24,86 73,72
Maks 32 393 52 281
Min 7 38 8 15
Zageszczenie 0,10

Analiza grup sprzezen opracowanych dla markerow w roznych fazach wykazuje duza zbieznosé
uzyskanych wynikéw (Ryc. 7). Tylko w nielicznych przypadkach mozna obserwowaé niewielkie
zmiany w kolejnosci markeréw, ktore wystgpuja w sasiedztwie ze soba. Nalezy jednak podkreslic, ze
poszczegdlne grupy moga zawieraC rozne ilosci markeréow. Niektore z grup nie maja swoich
odpowiednikoéw (Tab. 16) co jest wynikiem redukcji ztozonosci danych i nieuwzglednieniem w
niniejszym zestawieniu grup o dtugosci ponizej 30cM.

Tab. 16. Zestawienie grup sprzgzen i ich odpowiednikow w przeciwnej fazie

LG analog LG analog LG analog

LG1 2 LG17 16 LG33 ?77?
LG2 1 LG18 28 LG34 35
LG3 11 LG19 14 LG35 34
LG4 10 LG20 29, 42 LG36 41
LG5 6, 22 LG21 31 LG37 40
LG6 5 LG22 5,25 LG38 39
LG7 8 LG23 24 LG39 38
LG8 7 LG24 23 LG40 37
LG9 12 LG25 22 LG41 36
LG10 4 LG26 15 LG42 20
LG11 3,30 LG27 13 LG43 44
LG12 9 LG28 18 LG44 43
LG13 27 LG29 20

LG14 19 LG30 11
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Tab. 17. Zestawienie lokalizacji QTL badanych cech na grupach sprzezen.

Cecha 1

LG

LG | LG | LG

3 4 5

LG | LG | LG1 | LG1 | LG1 | LG2 | LG2

7 8 1 2 5 0 1

LG2 | LG2 | LG2 | LG2 | LG3 | LG3 | LG3
4 5 6 9 0 1 2

LG3 | LG3 | LG3 | LG4 | LG4

Wysokosé¢

X

X X
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w
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v
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Mierniki dla tematu badawczego 4
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warto$¢ miernika
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1 Liczba konstruowanych map genetycznych.
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3. 5. Identyfikacja markerow cech.
Cel tematu badawczego 5

*  Poszukiwanie w populacji Celerx STH 9210 markera dla genu Dw6 metoda RAPD.
*  Identyfikacja markerow DArTseq dla genu Dw7 i ich konwersja na markery specyficzne.

Materialy i metody

Analizy PCR-RAPD przeprowadzono dla wytypowanych homozygotycznych pod wzgledem
genu Dw6 roslin F, populacji Celerx STH 9210. Ekstrakcjg¢ catkowitego genomowego DNA
przeprowadzono przy uzyciu komercyjnych zestawow. Czysto$¢ i stgzenie DNA okre§lono
spektrofotometrycznie, a jakos¢ elektroforetycznie. Wszystkie preparaty doprowadzono do
jednakowego stezenia 100 ng/pl. Proby zbiorcze przygotowano zgodnie z metoda BSA
(BulkSegregant Analysis) (Michelmore i in. 1991). W tym celu DNA homozygotycznych roslin
F,,po doprowadzeniu do jednakowego stezenia (100 ng/ul), potaczono ze soba w jednakowych
objetosciach. Probg zbiorcza utworzono z DNA 10 osobnikéw F, o okreslonym genotypie.

Amplifikacje losowych fragmentow DNA przeprowadzono przy zastosowaniu 500 arbitralnych
starterow RAPD dla 8 matryc DNA. Reakcje PCR prowadzono w 20 pl mieszaniny reakcyjnej
zawierajacej: wode dejonizowana, bufor, MgCl, (2mM), dNTP (200mM), starter (10pMol),
polimerazg Tag (1U) i DNA (40ng). Amplifikacj¢ przeprowadzono na termocyklerze T
Professional Basic (Biometra). Zastosowano profil termiczny: wstgpna denaturacja - 95°C - 3
min, denaturacja - 94°C - 45 s; annealing - 36°C- 45 s; wydtuzanie - 72°C - 45 s; koncowe
wydtuzanie — 72°C - 7 min. W celu identyfikacji polimorfizméw wystepujacych pomigdzy
osobnikami niskimi i wysokimi przeprowadzono rozdzial elektroforetyczny w 2% zelu
agarozowym z 0,01% EtBr w buforze TBE (89 mMTris-boran, 2,5 mM EDTA) przez 3 h przy
napieciu 120V. Zele dokumentowano w systemie PolyDoc. W celu weryfikacji czy potencjalne
markery sa sprz¢zone z genem Dw6 przeprowadzono reakcje RAPD dla wytypowanych starterow
z DNA pojedynczych homozygotycznych roslin F, zgodnie z metodyka podana powyzej.

Sposrdod roslin dla ktorych przeprowadzono analizy DArTseq w roku 2014 zidentyfikowano
homozygoty dominujace (DW7Dw7) oraz homozygoty recesywne (dw7dw7). Analize segregacji
markerow DArTseq prowadzono pod katem identyfikacji ok. 10 markerow, ktorych segregacja
odpowiadala genotypom poszczegodlnych roslin. Na podstawie sekwencji zidentyfikowanych
markerow zaprojektowano startery do reakcji typu ASA lub STS. Projektowanie starteréw
przeprowadzono w programie Primer3 dostgpnym na stronie NCBI z zastosowaniem
specyficznych parametrow dla kréotkich sekwencji. Zidentyfikowane markery DArTseq dla genu
Dw7 przekonwertowano na markery specyficzne.

W mieszaninie reakcyjnej o objgtosci 15 plL w reakcji STS zastosowano: 1 x bufor do PCR, 200
uM dNTP; 0,4 pMol poszczegdlnych starterow; 1,3 mM MgCl,; 30 ng genomowego DNA; 0,5 U
Hot Start Tag DNA Polymerase. Zastosowano nast¢pujace profile termiczne: wstepna denaturacja
przez 4 min. W 94°C, 35 cykli: denaturacja 94°C - 30 s, przylaczanie starterow (od 45 do 68°C —
w zalezno$ci od sekwencji startera) - 20 s, wydluzanie starterow 72°C — 30 s, z koncowa
inkubacjg 7 min. w 72°C. Optymalna temperatur¢ przytaczania kazdego startera ustalono po
przeprowadzeniu reakcji w gradiencie temperatury. Amplifikacje STS prowadzono na
termocyklerzeBiometra. Produkty reakcji rozdzielono w 3% zelu agarozowym (Micropore NU,
Prona) z 0,01% EtBr w buforze TBE (89 mM Tris-boran, 2,5 mM EDTA). Zele archiwizowano z
wykorzystaniem systemu dokumentacji PolyDoc.

Wyniki

W celu identyfikacji potencjalnych markerow dla genu odporno$ci obecnego w linii STH 9210
przeprowadzono analiz¢ PCR-RAPD na wytypowanych homozygotycznych pod wzgledem tego genu
roslinach F, populacji E310. Reakcje przeprowadzono na probach zbiorczych niskich i wysokich
ro§lin populacji F,, ktore przygotowano zgodnie z metoda BSA (Bulk Segregant Analysis)
(Michelmore i in. 1991). Homozygoty dominujace - niskie i homozygoty recesywne - wysokie
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zidentyfikowano na podstawie obserwacji wysokosci roslin pokolenia F3. Probg zbiorcza utworzyto
DNA 10 osobnikéw F2 o okreslonym genotypie.
Do testowania wykorzystano 500 starterow RAPD z zestawoéw Operon Technologies:

Al1-A20, B1-B20, C1-C20, D1-D20, E1-E20,

F1-F20, G1-G20, H1-H20, 11-120, J1-J20,

K1-K20, L1-L20, M1-M20, N1-N20, 01-020,

P1-P20, Q1-Q20, R1-R20, S1-S20, T1-T20,

U1-U20, V1-vV20, W1-W20, Y1-Y20, Z1-Z20.
Dla wigkszosci starteréw nie uzyskano produktow réznicujacych, niemniej jednak dla kilku z nich (
B19, C3, C17, G10, G12, H13, R17, T4, T9, U9, Y5 oraz Z9 zaobserwowano potencjalne produkty
charakterystyczne tylko dla préb zbiorczych form niskich lub wysokich.
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Fot.1. Produkty uzyskane w wyniku amplifikacji DNA wybranych homozygot niskich i wysokich przy
uzyciu startera G12. Zaznaczono fragment dtugosci 1200 pz charakterystyczny dla form
niskich.

Zastosowanie matryc pojedynczych homozygotycznych roslin F, niskich i wysokich
wyeliminowato wszystkie potencjalne startery z wyjatkiem G12 (Fot. 1).. Starter G, inicjuje
amplifikacje produktu o dlugos$ci 1200 pz charakterystycznego dla form niskich W celu weryfikacji
czy potencjalny marker jest sprzgzony z genem Dw6 przeprowadzono reakcj¢ RAPD dla
wytypowanego startera z DNA homozygotycznych roslin F, zgodnie z metodyka reakcji na probach
zbiorczych (Fot. 2).
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Fot.2. Produkty uzyskane w wyniku amplifikacji DNA wybranych homozygot niskich i wysokich przy
uzyciu startera G12. Zaznaczono fragment dlugosci 1200 pz charakterystyczny dla form
niskich.

Fot. 3 Produkty uzyskane w wyniku amplifikacji DNA homozygot niskich i wysokich przy uzyciu
startera G12. Zaznaczono fragment dtugosci 1200 pz charakterystyczny dla form niskich c.d.

W sumie analizie pod katem obecnosci produktu G12'® poddano 79 homozygot niskich, 75
homozygot wysokich i 39 heterozygot (Fot. 3 i Fot. 4). Sposrdd roslin niskich wszystkie z wyjatkiem
3 charakteryzowaly si¢ obecnoscia produktu G12 . Obecno$é produktu stwierdzono réwniez u 5
ro$lin wysokich. Amplikon pojawit si¢ w kazdej heterozygocie. Niedopasowanie markera do genotypu
odnotowano, wiec w 8 przypadkach na 154, co stanowi 5,2%.

Kolejnym celem tematu badawczego byta identyfikacja markerow DArTseq dla genu Dw7 i ich
konwersja na markery specyficzne. Na podstawie obserwacji wysokosci linii F; populacji E337
ustalono genotyp odpowiadajacych im ro$lin F,. Zidentyfikowano homozygoty dominujace
(Dw7Dw7) oraz homozygoty recesywne (dw7dw7). Analize segregacji markerow DArTseq na
matrycach binarnych prowadzono pod katem identyfikacji tych markerow, ktorych segregacja
odpowiadata genotypom homozygot niskich i wysokich. Zidentyfikowano ok. 25 potencjalnych
sekwencji (Tab. 18) i 10 z nich przeznaczono do konwersji na markery allelospecyficzne lub
specyficzne (Tab. 19).
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Tab. 18. Sekwencje DArTseq — potencjalne markery dla genu Dw7 w populacji 337.

sekwencje przeznaczone do konwertowania.

Zaznaczono

Sekwencje DArTseq

100163498[F|0-64:C>T-64:C>T

5438395|F[0-18: T>A-18:T>A

3277047|F|0-29:T>A-29:T>A

5439299F|0-11:G>C-11:G>C

3277359|F|0-54:G>T-54:G>T

5439301[F|0-8:T>C-8:T>C

3278123|F|0-46:T>C-46:T>C

5439539|F|0-14:G>A-14:G>A

3281849|F|0-26:C>A-26:C>A

5441201|F|0-45:C>T-45:C>T

3282101|F|0-45:C>A-45:C>A

5441556|F|0-50:T>C-50:T>C

5424114|F|0-38:G>A-38:G>A

5441603|F|0-39:A>G-39:A>G

5424368|F|0-28:C>T-28:C>T

5443671|F|0-7:C>A-7:C>A

5424964|F|0-36:C>T-36:C>T

5444719|F|0-48:T>G-48:T>G

5425001|F|0-43:T>C-43:T>C

5445199|F|0-66:T>C-66:T>C

5430674|F|0-6:C>T-6:C>T

5445235[F|0-12:A>G-12:A>G

5435198|F|0-39:C>G-39:C>G

5447521|F|0-43:C>T-43:C>T

5435664|F|0-43:A>G-43:A>G

Tab. 19. Startery do reakcji typu ASA i STS zaprojektowane w oparciu 0 sekwencje DArTseq.

:i{)oratoryjny Nazwa sekwencji Sekwencja startera: (5' - 3") nukLl:)Zt?fZ()w m
57 F1 F1 5424114 AGCCATTGAGAACCTCACAC 20 62
57 R1 R1 5424114 GGTGAGATTGTTCTGTGAGAAGC 23 64
57 _R2 R2 5424114 GGTGAGATTGTTCTGTGAGAAGT 23 61
58 F1 F1 5424368 GCTTGATTGGTCGATAGATCGCT 23 67
58 R1 R1 5424368 ACCGAATCAAATCTCCACTCCT 22 65
58 F2 F2 5424368 GCTTGATTGGTCGATAGATCGTT 23| 65
59 F1 F1 5435664 CTGAACCAGTTTCTGAAGGCGAC 23| 68
59 R1 R1_5435664 GTACGTGCCTACGTCGTCGGAT 22| 69
59 _R2 R2_5435664 GTACGTGCCTACGTCGTCGGAC 22| 170
60 F1 F1 5441603 GCGGCCAGAACCGTG 15| 66
60 R1 R1 5441603 TCCCACGTCCATGAATGTG 19| 66
60 R2 R2_5441603 TCCCACGTCCATGAATGCG 19| 70
61 F1 F1 5444719 CGCGCTTCCAAGCGACGAT 19| 73
61 R1 R1 5444719 CCCACTGATCCTGCTGATGGA 21 70
61 R2 R2 5444719 CCCACTGATCCTGCTGATGGC 21 71
62 F F1 5445199 AGGTGTGGATCGAGTACGACGGC 23| 72
62_R R1_5445199 GCACGCCCGCGGGTGACA 18| 79
63 F1 F1 5425001 TGCAGTTACAGCGTAGTGCT 20 61
63 R1 R1 5425001 TCGGATGATCATAGGGCAATGGA 23 71
63_R2 R2 5425001 TCGGATGATCATAGGGCAATGGG 23| 72
64 F1 F1 5424964 TGCTGCACTGTCTATAGGTTTC 22 61
64 R1 R1 5424964 ACGTCACGGTTTATTCTCTAGC 22 61
64 R2 R2 5424964 ACGTCACGGTTTATTCTCTAAC 22 59
65 F1 F1 5447521 GGCCGTAGGACTCGC 15| 51
65 _R1 R1_5447521 CGGACGCCGCCGCG 14| 47
65_R2 R2_5447521 CGGACGCCGCCACG 14| 45
66_F F_ 5438395 TGCAGGCGCGGACGTGC 17| 68
67_F R_5439395 CCGCGCGTTTACGTCGT 17| 63

W pierwszym etapie oceny starterow przeprowadzono reakcje dla form rodzicielskich.
Jednoczesnie testowano rozne przedziaty temperatur przylaczania starterow, w celu okre$lenia
temperatury optymalnej. W efekcie tych reakcji dla kazdej pary starter6w ustalono optymalna
temperature annealingu. W reakcji amplifikacji wykorzystano trzy rézne polimerazy: polimerazg Taq
(Thermo Scientific), DreamTaq (Thermo Scientific) oraz polimerazg JumpStart (Sigma). Najlepsze
efekty uzyskano dla polimerazy JumpStart. Przeprowadzone analizy dostarczyly wstgpnej informacji o
przydatno$ci poszczegdlnych par starteréw do identyfikacji genu Dw7.
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Dla wybranych par starterow (m.in. 57, 58 i 61) probowano bardzo doktadnie dopasowac
temperaturg annealingu, aby zwigkszy¢ specyficzno$é reakcji. Wstegpne analizy prowadzone na DNA
wyizolowanym z form rodzicielskich dawaty catkiem zadowalajace rezultaty, ale wyniki nie byly
powtarzalne.

Na podstawie wyniku asymetrycznego PCR dla par starterow58F1, 60R2, 61R2 oraz 63R2
przeprowadzonego na losowo wybranych 4 roslinach niskich i wysokich stwierdzono, ze efekt
amplifikacji uzyskany dla par 61R2 jest zadowalajacy. Amplifikacja miata co prawda miejsce
zaro6wno u form niskich, jak i wysokich, ale u tych pierwszych byta wielokrotnie silniejsza.

Fot. 8. PCR dla pary starterow 61R2.

Przeprowadzono, wigc z parg starterow 61R2 reakcje dla 45 homozygot niskich, 40 homozygot
wysokich, 7 heterozygot oraz form rodzicielskich (fot. 8). Roznice w amplifikacji sa widoczne
niemniej jednak nie sa na tyle wyrazne, aby jednoznacznie moéc stwierdzi¢ genotyp rosliny na
podstawie uzyskanego profilu DNA. Wydaje si¢ konieczna niewielka zmiana sekwencji startera lub
starterow w obrebie pary 61, ewentualnie sprawdzenie pozostalych 15 potencjalnych sekwencji
specyficznych dla Dw7 pod wzgledem przydatnosci do identyfikowania homozygot niskich i
odrdzniania ich od fenotypowo takich samych heterozygot.

Mierniki dla tematu badawczego 5

Lp. miernik warto$¢ miernika warto$¢ miernika
podana w opisie zrealizowana
zadania
1 Liczba testowanych starterow RAPD 500 500
2 Liczba sekwencji DArTseq sprzgzonych z obecnoscia min. 10 11
genu Dw7
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4. Mierniki dla zadania - planowana prezentacja wynikow badan (podac w tabeli - nalezy wymienic¢
konferencje, na ktorych zaprezentowano wyniki i/lub wymieni¢ publikacje, przygotowane i przyjete do
druku w trakcie realizacji zadania w danym roku).

Prezentacja wynikow na konferencjach

Ip. konferencja miernik warto$¢ miernika | warto$¢ miernika
podana w opisie zrealizowana
zadania
1 XII Ogdlnopolska Konferencja Naukowa
,,Nauka dla hodowli 1 nasiennictwa roslin
uprawnych”, 2-6 lutego 2015 r., Zakopane poster 1 1
(wyniki uzyskane w temacie bad. 4.5/2015
na str. 32-34)
2 Oat 2020 Conference, 23-25 listopada 2015
r., Solihull, Birmingham, Wielka Brytania
poster 1 1

(wyniki prezentowane w sprawozdaniu w
temacie bad. 3.6 /2014 na stronach 26-31)

Publikacje w monografiach/czasopismach recenzowanych

Ip. monografia/czasopismo

miernik

warto$¢ miernika
podana w opisie
zadania

wartos¢ miernika
zrealizowana

Jesli ktorys z miernikow nie zostal zrealizowany nalezy poda¢ przyczyny.

Zalaczniki:

1. Edyta Paczos-Grzeda, Agnieszka Ostrowska, Aneta Koroluk, Sylwia Rég, Maria Chrzastek, Piotr
Tomasz Bednarek. Poszukiwanie uniwersalnych markeréow dla genu Dw6 w owsie. XII
Ogodlnopolska Konferencja Naukowa ,,Nauka dla hodowli i nasiennictwa roslin uprawnych”, 2-6

lutego 2015 r., Zakopane.

2. Edyta Paczos-Grzeda, Sylwia Rog, Agnieszka Ostrowska, Piotr T. Bednarek. 2015. DArTseq
markers towards Dw6 dwarfing gene in oats. Oat 2020 Conference, 23-25 listopada 2015r.,

Solihull, Birmingham, Wielka Brytania.

5. Adres, pod ktérym wyniki badan sa dostgpne na stronie internetowej wnioskodawcy

http://www.up.lublin.pl/badania-gen/

Sporzadzono:

Lublin, 10.01.2016 r.
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Zalacznik 1

WPROWADZENIE:
Podstawowym celem hodowli zbéz jest uzyskanie odmian wysokiej jakosci, charakteryzujacych sie lepszg plennoscia

oraz odpornoscig na stres biotyczny i abiotyczny, co skutkuje pozyskiwaniem zwigkszonego plonu ziarna z jednostki powierzchni, niezaleznie
od zmiennych warunkéw srodowiskowych. Problem stanowi zjawisko wylegania, ktére uniemozliwia efektywna wegetacje roslin, utrudnia zbiory,
ma niekorzystny wplyw na jakos¢ ziarna, obniza uzyteczno$¢ stomy i jest przyczyna wigkszosci strat ponoszonych w corocznych plonach.
Najskuteczniejsza metoda ochrony przed wyleganiem jest zastosowanie odmian zawierajacych w genotypie gen kartowatosci. W programach
hodowlanych owsa najlepsze rezultaty daje obecnie gen Dwé6, wywodzacy sie z linii 0T207. Umozliwia on otrzymanie osobnikéw wykazujacych
dwie najbardziej pozadane w uprawie zb6z cechy: zwigkszong odporno$é na wyleganie wynikajaca z ograniczenia wysokosci oraz duze plonowanie.
Wytwarzanie odmian charakteryzujacych sig pozadanym fenotypem jest wspomagane poprzez zastosowanie systemow markeréw molekularnych.
Markery DNA stanowia obecnie jedno z najczesciej wybieranych narzedzi wykorzystywanych do identyfikacji gendw sprzezonych z podstawowymi
cechami uzytkowymi roslin. Wspomagaja one metody konwencjonalne stosowane w hodowli.

Celem pracy byta identyfikacja uniwersalnych markeréw dla genu Dwé.

MATERIAt ROSLINNY
W prowadzonym eksperymencie wykorzystano
mieszarice migedzyodmianowe owsa A. sativa
reprezentujace populacje mapujaca E310
(‘Celer’ x STH 9210):
* ‘Celer’ jest polska odmiang o wysokosci ok.
110-120 cm.
* STH 9210 to linia karfowa zawierajaca gen
Dwé6 wyhodowana w HR Strzelce.

METODYKA
W celu identyfikacji markeréw genu kartowatosci Dwé6 pojedynczy ziarniak
F, otrzymany w roku 2011 wysiano w roku 2012 w warunkach
umotzliwiajacych uzyskanie jak najwigkszej liczby ziarniakéw F,, ktére
nastepnie wysiano w roku 2013 i zebrano ziarniaki F,. Na podstawie
przeprowadzonego w 2014 roku fenotypowania linii F, wytypowano
homozygotyczne rosliny F,. Doswiadczenia polowe prowadzono w GD UP
w Lublinie w Czestawicach k/Nateczowa.
Z pobranych w trakcie wegetacji w roku 2012 fragmentéw miodych lisci
jedynczych roslin F, przep dzono izolacje DNA zmodyfikowang
metoda CTAB. Matryce w reakcji PCR stanowito DNA form rodzicielskich
populacji mapujacej E310: cv. Celer x STH 9210 oraz po dwie niezalezne
proby zbiorcze 10 niskich i wysokich homozygotycznych roslin F. Proby
zbiorcze przygotowano zgodnie z metodg BSA. Do wstepnej identyfikacji
potencjalnych markeréw dla genu Dwé6 wykorzystano 530 starteréw RAPD.
Rozdziaty elektroforetyczne produktéw amplifikacji prowadzono na zelach
agarozowych. W celu potwierdzenia polimorfizmow, wystepujgcych
pomiedzy pulami osobnikéw niskich i wysokich populacji mapujacej E310
oraz formami rodzicielskimi przeprowadzono reakcje dla wytypowanych
starterow z DNA 8 losowo wybranych homozygotycznych roslin F,. W celu
weryfikacji czy réznicujace fragmenty DNA sa markerami dla genu
kartowatosci przeprowadzono reakcje dla 31 homozygot niskich i 12
homozygot wysokich.

Fot.1. Produkty amplifikacji DNA dla

Sposrod przeanalizowanych produktow amplifikacji uzyskanych dla 530 starteréw RAPD wytypowano 12 (B19, C3,
C17,G10, G12, H13,R17, T4, T9, U9, Y5, 29), ktére réznicowaty formy niskie i wysokie. Dla tych starteréw powtérzono
reakcje PCR — RAPD dla 4 homozygotycznych roslin niskich i 4 wysokich. Tylko jeden starter G12 inicjowat amplifikacje
produktu réznicujacego (Fot.1.). W reakcji z DNA pochodzacym z losowo wybranych homozygotycznych niskich i

wysokich rolin F,obserwowano amplifikacje fragmentu G12** tylko u roslin niskich (Fot.2.).

PODSUMOWANIE:

1. Wykorzystana do analiz metoda PCR — RAPD okazata sig skuteczna w

poszukiwaniu  potencjalnego markera molekularnego dla genu

kartowatosci Dwé.

2. Zidentyfikowano marker 6121200 sprzezony z cechg kartowatosci

warunk 3 przez ob $¢ dominujgcego allelu genu Dwé.

3. Uzytecznos¢ markera nalezy sprawdzi¢ w pozostatych populacjach

segregujacych pod wzgledem genu Dwé. R T—— | s T
4. Otrzymany fragf po przeprowadzeniu konwersji na marker typu For.Z-prudyl L STRRTERCH DNA Josown Wybra azygotn
SCAR moze by¢ wykorzystywany jako potencjalny marker genu Ryzokich M by e populaci 310 pray utyclu startere 012,

niskie. O: Sciezek:
kartowatosci Dwé. M~ marker, 1~ 31 — homozygoty niskie, 32— 9210, 33 ~'Bingo/, 34 - ‘Celer’, 35 - 46 — homozygoty wysokie.

25



Zatacznik 2

N
N
‘ ’ UNIVERSITY

tlfL l;!FE SCIENCES




