SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE

z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2018 roku

A. INFORMACJE OGOLNE

Tytut zadania - Wytwarzanie nowych zrodel genetycznych pszenzyta w oparciu o krzyzowanie
oddalone

Numer zadania (w zalgczniku nr 8 do rozporzqdzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015 r. w sprawie stawek
dotacji przedmiotowych dla réznych podmiotow wykonujgcych zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. Nr 91, poz. 595, z pozn. zm.)) - 17

Planowany okres realizacji zadania: 2018

Planowane naktady w zt: 72 000

B. DANE WNIOSKODAWCY

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

Prorektor ds. Nauki, Wdrozen i Wspolpracy Miedzynarodowej

prof. dr hab. Zbigniew Gradzki

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

ul. Akademicka 13

20-950 Lublin

tel. (+ 81) 445-68-68




C. INFORMACJA O WYKONAWCACH
1. Zesp6t badawczy

Kierownik zadania
imi¢ i nazwisko stopien i tytut naukowy miejsce zatrudnienia
Justyna Lesniowska-Nowak dr UP w Lublinie
Wykonawcy zadania
imi¢ i nazwisko stopien i tytut naukowy miejsce zatrudnienia
Michat Nowak dr UP w Lublinie
Sylwia Okon dr UP w Lublinie
Magdalena Zapalska dr UP w Lublinie
Aneta Koroluk mgr inz UP w Lublinie
Aleksandra Nucia mgr inz. UP w Lublinie
Magdalena Kawecka mgr inz. UP w Lublinie
Karolina R6zaniecka UP w Lublinie

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

dr Justyna Le$niowska-Nowak

ul. Akademicka 15

20-950 Lublin

tel. 81 445 66 25, 602 621 709

Sekretariat Uczelni — tel. 81 445 66 22

e-mail: justyna.lesniowska@up.lublin.pl

dr Michat Nowak — tel. 81 445 69 01, 784 099 589

D. OPIS ZADANIA
1. Cele zadania

Czy cel zostal zrealizowany

Lp. Cel (zgodnie ze szczeg6lowym opisem na dany rok) (tak/nieYczesciowol)

Uzyskanie mieszancow wstecznych (BC1) w wyniku
krzyzowania roslin pokolenia F1 uzyskanych z krzyzowania
1 koziencow z pszenicg oraz pszenzytem oraz uzyskanie TAK
mieszancow F1 gdzie genotypy z rodzaju Aegilops przeznaczone

zostang na forme ojcowska.
Analiza wysokosci oraz podstawowych komponentow plonu
2 mieszancow oddalonych pochodzacych z krzyzowania TAK
Aegilops columnaris z pszenica oraz pszenzytem.

Zwickszenie wydajnos$ci uzyskiwania mieszancow oddalonych

3 X . . TAK
poprzez zastosowanie opracowane) metodykl embryo rescue.
1. Mapowanie asocjacyjne populacji CZR876/01xCZR891/01,
2. Analiza populacji 541x84A/2 z wykorzystaniem technologii
4 DArT TAK
3. Potwierdzenie charakteru mieszancowego roslin uzyskanych
w roku 2017

2. Harmonogram realizacji zadania

Harmonogram realizacji zadania nalezy sporzqdzic w tabeli, dla kazdego z planowanych tematéw badawczych
z uwzglednieniem ilosci planowanych testow/prob/linii na ktérych prowadzone bedg badania. Prosze poda¢ koszty realizacji
poszczegdlnych tematéw badawczych.

1 Jedli dotyczy — prosze opisaé pod tabelg, w jakim stopniu cel zostal osiagnigty i podaé przyczyny



Proszg wyréznié etapy (tematy badawcze), okresli¢ czas ich trwania w miesigcach od rozpoczecia projektu i przewidywane
koszty. Terminy realizacji tematéw badawczych mogg si¢ zazegbiaé. Suma kosztéw tematéw badawczych musi by¢ réwna
catkowitemu kosztowi zadania.

Termin rozpoczecia — .
, . L Przewidywane
zakonczenia realizacji L
koszty realizacji
Lp. Nazwa tematu badawczego tematu badawczego w fematu
miesigcach od rozpoczecia
N . badawczego
realizacji zadania
1 Uzysklwan}e mieszancow pgprzez krzyzowanie 5.12 34 000
(kastrowanie i zapylanie) roslin
2 | Ocena zmienno$ci cech w mieszancach 1-12 18 000
3 I;olaqa uzyskanych zarodkéw i prowadzenie kultur in 6-12 5000
vitro
4 | Analizy molekularne uzyskanych mieszancow 1-12 15 000
Razem 72 000

UWAGA: Nie sg tematami badawczymi czynnosci techniczne stuzace wykonaniu zadania np. zakup materialéw, utrzymanie ro$lin
w szklarni, opracowanie statystyczne wynikow, opracowanie raportow i sprawozdan.

3. Opis tematow badawczych (nalezy sporzqdzié¢ opis dla tematéw badawczych wymienionych w tabeli
powyzej; kolejnos¢ zgodnie z tabelg powyzej)

3.1 Temat badawczy 1: Uzyskiwanie mieszancow poprzez krzyzowanie (kastrowanie i zapylanie)
ro$lin.

Cel tematu badawczego 1

Celem zadania 1 byto uzyskanie mieszancow wstecznych (BC1) w wyniku krzyzowania roslin pokolenia
F1 otrzymanych z krzyzowania koziencow z pszenica oraz pszenzytem a takze uzyskanie mieszancow
F1 gdzie genotypy z rodzaju Aegilops przeznaczone zostang na forme ojcowska.

Materialy i metody

W roku biezacym do wykonania potencjalnych krzyzowan wysianych zostato okoto 50 odmian
1 linii pszenzyta, obejmujacych formy majace najwicksze znaczenie i charakteryzujace si¢ najwigksza
plennoscia. Ponadto wysiane zostaty linie i odmiany pszenicy w liczbie 22. Wybrane formy wysiewane
byty na poletkach 2-rzedowych, w siewie gestym, rzutowym (okoto 300 ziarniakéw na m?). Rozstawa
rzedow wynosita 20 cm. W ramach zadania wysiane zostaty rowniez krotkozdzbtowe formy z rodzaju
Aegilops w liczbie 18. W siewie punktowym wysiane byty rosliny mieszancowe wczesnych pokolen
przeznaczone do krzyzowan wstecznych

Tuz przed kwitnieniem na poletkach do§wiadczalnych kastrowane byty kwiaty w ktosach roslin
przeznaczonych na formy mateczne. Kastracja wykonana byta metodg manualng. Z kazdego kloska
usuni¢te zostang $rodkowe kwiaty, a z pozostatych, bocznych kwiatow usunigte zostaly po trzy
niedojrzale pylniki. Na wykastrowany ktos zatozony byt izolator. Nastepnie na dojrzate znamie stupka
nanoszono pytek z roslin przeznaczonych na forme ojcowska.

Schemat krzyzowan planowanych na rok 2018 Liczba kombinacji
pszenzyto heksaploidalne x Aegilops 40
Mieszance F1 X pszenzyto lub pszenica 30

Wszystkie krzyzowane ktosy poddane zostaty ocenie pod katem liczby zawiaznych ziarniakéw
oraz wykastrowanych kwiatow. Na podstawie tych danych obliczona zostanie zdolno$¢ kombinacyjna
poszczegdlnych form wyrazona w %.

Wyniki

W ramach projektu w roku 2018 wykonano 40 kombinacji krzyzowkowych pomiedzy
pszenzytem i koziencami. We wszystkich wykonanych kombinacjach kozieniec byt forma ojcowska a
zboze formg mateczng (Tab. 1).



Tab. 1 Kombinacje krzyzéwkowe wykonane pomiedzy pszenzytem i dzikimi formami z

rodzaju Aegilops

Kombinacja Liczba Liczba Kombinacja Liczba Liczba
Lp. g zapylonych | uzyskanych Lp. ., zapylonych | uzyskanych
krzyzowkowa - S krzyiowkowa Y S
kwiatow | ziarniakow kwiatow | ziarniakow

1 | Baltiko x Aelll 36 0 21 | Moreno x Ael8 32 0

2 Baltiko x Ael8 62 0 22 | Moreno x Ae32 32 0

3 Baltiko x Ae36 36 0 23 | Moreno x Ae94 32 0

4 Baltiko x Ae44 36 0 24 | Moreno x Ae9 33 0

5 Baltiko x Ae52 36 5 25 | Moreno x Ael56 30 0

6 | Janko x Ael56 36 0 26 | Rotondo x Aell4 34 0

7 Janko x Ael57 33 0 27 | Rotondo x Ae36 41 4

8 Janko x Ael8 36 0 28 | Rotondo x Ae38 38 0

9 Janko x Ae94 33 0 29 | Rotondo x Ae40 36 6

10 Janko x Ae9 36 0 30 | Rotondo x Ae68 38 2

11 Janko x Ae39 33 0 31 | Rotondo x Ae94 36 9

12 | Lombardo x Ae39 32 12 32 | Sekret x Ae 49 44 1

13 | Lombardo x Ae44 36 5 33 | Sekret x Ae46 36 0

14 | Lombardo x Ae45 32 2 34 | Sekret x Ae87 38 2

15 | Lombardo x Ae9 34 10 35 Sekret x Ae9 40 0

16 | MAH1-16 x Ae32 40 0 36 | Tomko x Ae87 38 11
17 | MAH1-16 x Ae36 40 0 37 | Tomko x Ael56 30 2

18 | MAH3-16 x Ae40 20 0 38 | Tomko x Ael57 32 0

19 | MAH4-16 x Ae3l 34 0 39 Torino x Ael 36 0

20 | MAH4-16 x Ael8 30 2 40 | Torino x Ael8 36 0

Dla kazdej kombinacji krzyzowkowej obliczono zdolno$¢ kombinacyjng wg wzoru

Liczba uzyskanych ziarniakéw

* 100%

Liczba wykastrowanych kwiatow

Zdolno$¢ zostata obliczona zaréwno dla form uprawnych (Rys. 1) jak rowniez dla koziencow
(Rys.2.). Dla pszenzyta wahata si¢ od 0% do 21,6%, natomiast dla koziencow od 0% do 37,5%.
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Rys. 1. Zdolno$¢ kombinacyjna pszenzyta w krzyzowaniach z dzikimi formami z rodzaju

Aegilops
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Rys. 2. Zdolno$¢ kombinacyjna koziencow w krzyzowaniach oddalonych z pszenzytem.

W ramach zadania wykonano 30 kombinacji krzyzowkowych pomiedzy mieszancami
oddalonymi a formami uprawnymi pszenicy i pszenzyta (Tab. 2). Mieszance zawsze byly forma
mateczng.

Tab. 2. Mieszance wsteczne form uzyskanych w krzyzowaniach miedzyrodzajowych z
koziencami

Liczba Liczba
Lp. Kombinacja krzyiowkowa zapylonych | uzyskanych
kwiatow | ziarniakow

1 (Ae63 x Figura/l) x Figura 14 0

2 (Aeb63 x Figura/2) x Figura 12 0

3 (Ae63 x Figura/3) x Figura 12 0

4 (Baltiko x Ae52/1) x Baltiko 18 0

5 (Baltiko x Ae52/2) x Baltiko 16 1

6 (Baltiko x Ae52/3)x Baltiko 16 1

7 (Baltiko x Ae52/4)x Baltiko 14 1

8 | (Lombardo x Ae45/1) x Lombardo 16 0

9 | (Lombardo x Ae45/2) x Lombardo 16 0
10 | (MAH3-16 x RhtBle) x MAH3-16 28 0
11 | (MAH4-16 x Ae81) x MAH4-16 18 0
12 | (MAH4-16 x Ae81) x MAH4-16 18 1
13| (Meloman x Ae89) x Leontino 18 0
14 (Meloman x Ae89) x Janko 20 1
15| (Meloman x Ae89) x Meloman 18 1
16 | (Meloman x Ae89/2) x Meloman 14 0
17 (Meloman x Ae89) x Moreno 18 0
18 | (Rotando x Ae94) X CZR891/1 14 0
19 | (Rotando x Ae94/2) X CZR891/1 16 0
20 (Sekret x Ae87/1) x Sekret 20 0
21 (Sekret x Ae87/2) x Sekret 20 2
22 (Tomko x Ae87) x Bokolo 16 0
23 | (Tomko x Ae87/1) x CZR891/01 18 0
24 | (Tomko x Ae87/2) x CZR891/01 16 0
25 (Tomko x Ae87) x Sekret 16 0
26 (Tomko x Ae87) x Tomko 20 1




27 (Tomko x Ae87/2) x Tomko 22 0
28 (Tomko x Ae87/2) x Bokolo 16 0
29 | (Tomko x Ae87/1) x CZR 891/01 18 0
30 | (Tomko x Ae87/2) x CZR 891/01 22 0

SUMA 9

Dla kazdego mieszanca oddalonego obliczono zdolno$¢ kombinacyjna w krzyzowaniach
wstecznych z pszenzytem gw wzoru: liczba zawigzanych ziarniakow/liczba wykastrowanych
kwiatow*100. Zdolnos$¢ kombinacyjna wahata si¢ od 0% do 20% dla mieszancoéw oddalonych (Rys. 3).
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Rys.3 Zdolno$¢ kombinacyjna mieszancéw oddalonych w krzyzowaniach wstecznych z
pszenzytem.

Whioski

1. Odmiany uprawne pszenzyta moga by¢ z duzym powodzeniem wykorzystywane na formy
mateczne w krzyzowaniach z koziencami.

2. Gatunki z rodzaju Aegilops, ze wzgledu na mozliwo$¢ krzyzowania zarowno z pszenica, jak i z
pszenzytem, stanowig cenne zroédto genetyczne mozliwe do wykorzystania w pracach majacych na
celu poszerzenie zmiennosci genetycznej tych zb6z na drodze krzyzowan oddalonych.

3. Zdolno$¢ kombinacyjna mieszancéw oddalonych w krzyzowaniach wstecznych jest globalnie
wyZzsza niz przy uzyskiwaniu mieszancow Fi.

Ocena szans na osiggnigcie zatozonego celu, ocena istniejagcego ryzyka

Liczba zaplanowanych krzyzowan zalezna jest od warunkéw atmosferycznych, w zwigzku z
czym moze ona podlega¢ zmianie (zaktadana fluktuacja + 5%).

Mierniki dla tematu badawczego 1 (podaé w tabeli)

Lp. miernik2 Wartos¢ mlerpl'ka Wartos_c miernika
podana w opisie zrealizowana
1 Liczba wyqu]anych kombinacji 70 70
krzyzowkowych.

4.2 Temat badawczy 2: Ocena zmienno$ci cech w mieszancach

2 Poda¢ miernik — np. ilo$¢ testow, prob, badanych genotypow etc.



Celem zadania 2 byta analiza wysokosci oraz podstawowych elementow plonu mieszancéw oddalonych
z kozieficami

Materiaty i metody (opisac jak w publikacji)

Przedmiot badan stanowity pojedyncze rosliny mieszancowe uzyskane w wyniku krzyzowania
kozienca Aegilops columnaris z pszenica oraz nastgpnie wstecznie z réznymi odmianami pszenicy i
pszenzytem oraz formy rodzicielskie. Rosliny mieszancowe to rosliny pokolenia F3 (Tab. 3).

Tab. 3. Rosliny mieszancowe poddawane ocenie laboratoryjnej

— Liczba Liczba
Kombinacja . v S ] .
. . analizowanych roslin | Formy rodzicielskie | analizowanych roslin
krzyzowkowa . . i i
mieszancowych rodzicielskich

[[(Ae. column. x
Poshuk) x Top] x 15 Tomko 15
Tomko] x Tomko
[(Ae. column. x
Poshuk) x Top] x 15 Poshuk 15
Tomko

Top 15

Ocenie fenotypowej poddane byty pedy gtéwne wszystkich roslin w fazie dojrzatosci petne;.

Ocenie laboratoryjnej poddane byty nastepujace elementy:
- dlugosé pedu gltéwnego [cm],
- dlugosc osadki ktosowej [cm],
- liczba kloskow w ktosie gtownym,
- zbitos¢ klosa gtownego,
- liczba ziarniakow w klosie gtéwnym,
- masa ziarniakdéw z ktosa gtdéwnego [g],
- plodno$¢ ktoska (liczba ziarniakéw przypadajacych na ktosek ktosa gtéwnego),
- masa 1000 ziarniakow [g].

Zbitos¢ ktosa gldwnego, ptodnos¢ ktoska oraz mase 1000 ziarniakoéw obliczono pomoca wzorow:

liczba ktoskéw w ktosie gtownym—1

Zbitos¢ klosa gtownego =
g g dtugos¢ osadki ktosowej ktosa gtéwnego [dm]

liczba ziarniakéw w ktosie gtbwnym

Ptodnos$é¢ kloska =

liczba kloskow w ktosie gtownym

masa ziarniakow z ktosa gtéwnego x1000

Masa 1000 ziarniakow = — ——— ——
liczba ziarniakéw w ktosie gtbwnym

Analizy statystyczne wykonane zostaly z wykorzystaniem programu Statistica 13.1. Do
okreslenia istotno$ci réznic pomigdzy $rednimi grupowymi w uktadzie analizy wariancji zastosowano
test post-hoc HSD Tukey’a przy poziomie istotnosci a = 0,05.

Wyniki

Analizie poddano mieszance oddalone uzyskane w wyniku krzyzowania kozienca (Aegilops
columnaris) z pszenicg po jednym i dwoch krzyzowaniach wstecznych z odmiang pszenzyta Tomko.
Wykazano, ze mieszance BC: i BC; nie roznig si¢ istotnie migdzy soba pod wzgledem Zzadnej z
analizowanych cech. Charakteryzuja si¢ one istotnie wyzsza liczba kloskow w klosie gtéwnym w
poréwnaniu z obiema odmianami pszenicy, a takze istotnie nizszg liczbg ziarniakow z ktosa gtdéwnego
w poréwnaniu z odmiang Tomko.



Dwukrotne krzyzowanie wsteczne wplyneto na wzrost masy ziarniakow z klosa glownego.
Masa ziarniakow w klosie w mieszancu pokolenia BC; byla istotnie nizsza niz masa ziarniakow w
odmianie Tomko. W pokoleniu BC; masa ta byta juz statystycznie taka sama jak w przypadku ‘Tomko’.

Zbitos¢ klosa mieszancoOw nie roznifa si¢ istotnie od pszenzyta, ale byla istotnie wyzsza w
poréwnaniu z obiema odmianami pszenicy.

Mieszance obu pokolen wstecznych miaty ponadto istotnie obnizona plodno$¢ ktoska w
stosunku do wszystkich odmian pszenicy i pszenzyta. Masa tysigca ziarnikéw w mieszancach obu
pokolen nie réznita si¢ istotnie od pszenzyta ‘Tomko’. Jedynie mieszaniec BC1 wykazywat istotnie
wyzszg MTZ w poroéwnaniu z pszenicg ‘Poshuk’ (tab. 4).



Tab. 4. Istotnos¢ roznic dla podstawowych komponentéw plonu uzyskanych dla mieszancow.

Masa
L. . . r
o ., Wysoko$¢ | Db Ktosa | L.ktoskow | . .~ ziarniakow w o Plodnos¢
Kombinacja krzyzowkowa [cm] [cm] w klosic zwrggls(i(:ew w Klosie Zbito$¢ klosa Kloska MTZ
[a]
Tomko 93,28 12.02° 28.96% 66,88 420 23414 2.30° 62,19°
[(Ae. CO'“m”'T’érf]f;h“k) xTopI x| g5 g 12,00% 27 25 36,380 2 44p 22,03° 1.30° 68,08°
[[(Ae. column. x Poshuk) x Top] 90,71° 11,68% 28,572 49,640 3,17 23,81° 172 61,46
x Tomko] x Tomko
Poshuk 86,77 10,47 17.47° 55.20° 2795 1583 3,159 50,73
Top 84.90° 9.06° 18,220 48,96 2820 19.14° 267® 57.41%




Whioski
1. Krzyzowanie spowodowalo zwigkszenie wysokosci roslin mieszancowych w stosunku do form
rodzicielskich.
2. Krzyzowanie spowodowato podwyzszenie MTZ w roslinach pokolenia BC; jak i BC,.

Ocena szans na osiagni¢cie zatozonego celu, ocena istniejgcego ryzyka

Liczba ocenionych genotypéw moze by¢ mniejsza o okoto 5% ze wzgledu na mozliwo$¢ wystgpienia
niekorzystnych warunkow §rodowiska w czasie wzrostu ro$lin.

Mierniki dla tematu badawczego 3 (podaé w tabeli)

Lp. miernik® Warto$¢ miernika Wartos$¢ miernika
podana w opisie zrealizowana
1 Liczba fenotypowanych roslin 75 75

4.3 Temat badawczy 3: Izolacja uzyskanych zarodkéw i prowadzenie kultur in vitro.
Cel tematu badawczego

Celem zadania 3 byto zwigkszenie wydajnosci uzyskiwania mieszancéw miedzyrodzajowych pszenicy
1 pszenzyta z kozienicami poprzez zastosowanie techniki ratowania zarodkow.

Materialy i metody

Materialem badan byto 20 zarodkéw mieszancowych uzyskanych w wyniku krzyzowania
oddalonego pszenzyta z kozieficami.

Wybrane formy pszenzyta zostaly wykastrowane, a nastepnie zapylone pytkiem pobranym z
roslin z rodzaju Aegilops. Sposrod 40 wykonanych kombinacji krzyzowkowych, z 20 pobrane byty
zarodki i przekazane do kultur in vitro. Zarodki byty pobierane w okresie pomiedzy 18 a 21 dniem po
zapyleniu, a nastepnnie sterylizowane przez 2 minuty za pomocg 70% etanolu.

W kolejnym kroku wszystkie ziarniaki zostaty przeptukane trzykrotnie w wodzie destylowane;j.

Tak przygotowane zarodki mieszancowe poddawane byty procedurze ratowania zarodkow
(embryo rescue) w warunkach kultury in vitro. W tym celu przenoszone byly na pozywke MS z
dodatkiem hydrolizatu kazeiny. W pierwszym etapie (5 dni) przetrzymywane byly w ciemnosci w
temperaturze 25°C. Po tym czasie skietkowane zarodki umieszczono w laboratorium kultur in vitro przy
fotoperiodzie 16/8. Uzyskane roslinki przesadzono do doniczek w celu ich adaptacji do srodowiska, a
nastepnie do warunkow polowych.

Wyniki

Do rozwoju w kulturach in vitro przekazano 20 zarodkow (Tab. 5). Pozostate ziarniaki zostaty
wysiane bezposrednio do ziemi. Sposréd wytozonych 20 zarodkow uzyskano 6 roslin Daje to wydajnosé¢
na poziomie 30%.

Lp. Kombinacja z pszenzytem L . L,' .
zarodkow roslin
1 Baltiko x Ae44 2 0
2 Baltiko x Ae52 1 0
3 Lombardo x Ae39 1 1
4 Lombardo x Ae44 3 1
5 MAH4-16 x Ae31 1 0
6 MAH4-16 x Ael8 3 1
7 Rotondo x Ae38 3 0
8 Rotondo x Ae40 1 1
9 Sekret x Ae9 2 0

3 Poda¢ miernik — np. ilo$¢ planowanych testow, prob, badanych genotypow etc.



10 |Tomko x Ae87 1
11 | Tomko x Ael56 2 1
20
Tab. 5. Kombinacje krzyzoéwkowe przekazane do Embryo Rescue.

Whioski

1. Zastosowanie techniki ratowania zarodkow umozliwito zwigkszenie wydajnosci
uzyskiwania mieszancoéw miedzyrodzajowych

Ocena szans na osiggniecie zatozonego celu, ocena istniejagcego ryzyka

Sredni % uzyskiwanych roslin w stosunku do wytozonych zarodkéw wynosi okoto 35. Liczba ta moze
by¢ pomniejszona o 10% na skutek zdarzeh losowych niezaleznych od wykonawcy np. awarie
powodujace zaburzenia w funkcjonowaniu fitotronu.

Mierniki dla tematu badawczego 4 podaé w tabeli)

podana w opisie zrealizowana

Lp. miernik* Warto$¢ miernika | Warto$¢ miernika

1 Liczba kombinacji krzyzowkowych z ktorych zarodki

beda przeznaczone do kultur in vitro 20 20

4.4 Temat badawczy 4: Analizy molekularne uzyskanych mieszancow.
Cel tematu badawczego

Celem zadania 4 jest:
4. Mapowanie asocjacyjne populacji CZR876/01xCZR891/01,
5. Analiza populacji 541x84A/2 z wykorzystaniem technologii DArT

6. Potwierdzenie charakteru mieszancowego roslin uzyskanych w roku 2017

Materialy i metody (opisac jak w publikacji)
1. Mapowanie asocjacyjne populacji CZR876/01xCZR891/01

Na podstawie wynikow uzyskanych w roku 2017 wykonano mapowanie asocjacyjne dla
populacji CZR876/01xCZR891/01. Mapowanie wykonano z wykorzystaniem oprogramowania
TASSEL. W celu uzyskania markeréw asocjowanych policzono MLM (mixed linear model) oraz w
razie wystapienia struktury populacji GLM (general linear model).

2. Analiza populacji 541x84A/2 z wykorzystaniem technologii DArT

Materiat badan stanowito 90 roslin pokolenia F,. Mieszance uzyskano dzicki krzyzowaniu
samozgodnej, zaawansowanej wysokiej linii wsobnej 541 (ZUT, Szczecin) jako formy matecznej, z
linig wsobng 84A/2 wywodzaca si¢ z odmiany Culpan. Populacje mapujace E7A i E7C uzyskano w
wyniku samozapylenia roslin mieszancowych F1 o wysoko$ci odpowiednio 104 i 108cm. Odmiana
Culpan jest zrodlem nowego, nieopisanego dotad genu kartowatosci zyta. We wstepnych testach za
pomoca markeréw molekularnych stwierdzono, ze gen te nie jest genem Ddw1l, Ddw?2 ani Ddw3. Z tego
powodu moze on stanowi¢ dla pszenzyta kolejne, cenne Zrodto kartowatosci dominujace;.

Z lisci ro$lin pokolenia F, (541x84A/2) oraz form rodzicielskich pobranych z pola wyizolowano
DNA za pomoca komercyjnego zestawu kolumnowego. Uzyskany DNA poddany zostat ocenie
jako$ciowej 1 ilo§ciowej a nastgpnie wyrownaniu stezenia. Tak przygotowane proby naniesion0 na 96-
dotowe ptytki i przestano do Diversity Array Technology, Canberra (Australia) celem wykonania
genotypowania poprzez sekwencjonowanie.

4 Poda¢ miernik — np. ilo$¢ planowanych testow, prob, badanych genotypow etc.



3. Potwierdzenie charakteru mieszancowego roslin uzyskanych w roku 2017

W ramach zadania w roku 2018 potwierdzono charakter mieszancowy 10 mieszancow
uzyskanych w roku poprzednim:

Ael56 x Torino
Ael56 x Sailor
Ael57 x Top
Ael52 xBl124
Ae75 xSailor
Ae75 x 1169

Ae74 x Astoria
Ae63 x Figura

. Ae77 x Lombardo
10. Ael28 x Lombardo

©WoNO~ W

Do badan zostaly wlaczone rowniez formy rodzicielskie - odmiany pszenicy zwyczajne;j,
pszenzyta oraz gatunki z rodzaju Aegilops.

Z poletek doswiadczalnych Gospodarstwa Doswiadczalnego Felin Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie pobrano mtode, nieporazone liscie badanych mieszancow oraz form
rodzicielskich, a nastepnie przechowano do czasu analiz w temp. -80°C.

Izolacja DNA z badanych mieszancow praz form rodzicielskich przeprowadzona zostala z
wykorzystaniem komercyjnego zestawu kolumienkowego. Po izolacji oceniono stezenie
wyizolowanego kwasu nukleinowego oraz wykonano niezbedne rozcienczenia.

Uzyskane DNA postuzyt jako matryca do reakcji z wykorzystaniem markerow SRAP wedtug
metody opracowanej przez Li i Quiros (2001). Celem prowadzonej analizy bylo potwierdzenie
charakteru mieszancowego analizowanych genotypéw z wykorzystaniem techniki SRAP.
Przetestowano rozne kombinacje dostgpnych starterow F i R (Tab. 6). Mieszanina reakcyjna o obj¢tosci
15 pl zawierata: 1 x bufor do PCR (10 mM Tris pH 8.8, 50 mM KCI, 0.08% Nonidet P40) (Thermo
Scientific), 60 ng genomowego DNA, 160 uM kazdego z ANTP-ow, 5,3 pM startera, 1,2 mM MgCl;
oraz 0,5 U Taq DNA Polymerase (Thermo Scientific). Reakcje beda przeprowadzone na termocyklerze
T1 Biometra.

Zastosowano nastepujacy profil termiczny: wstgpna denaturacja w temperaturze 94°C przez 5
minut, nastepnie 5 cykli: denaturacja 94°C — 1 min., przylaczanie starteréw 37°C — 1 min., wydtuzanie
starterow 72°C — 1 min. Kolejne 35 cykli przeprowadzono zgodnie z profilem: denaturacja 94°C — 1
min., przylaczanie starterow 50°C — 1 min., wydtuzanie starteréw 72°C — 1 min oraz koncowa inkubacja
w temperaturze 72°C przez 7 minut. Otrzymane produkty amplifikacji rozdzielono elektroforetycznie
na 2% zelu agarozowym zawierajacym 0.01% bromku etydyny w buforze 1xTBE (89 mM Tris-borate,
2.5 mM EDTA). Rozdzial bedzie prowadzony przy napigciu 120 V przez 4h.

Tab. 6 Sekwencje starterow SRAP wykorzystanych do potwierdzenia charakteru mieszancowego
mieszancow oddalonych zb6z z koziencami.

mel TGAGTCCAAACCGGATA em3 GACTGCGTACGAATTGAC
me3 TGAGTCCAAACCGGAAT em4 GACTGCGTACGAATTTGA
me4 TGAGTCCCAACCGGACC em5_2 GACTGCGTACGAATTAAC
me5 TGAGTCCAAACCGGAAG em6 GACTGCGTACGAATTGCA
me6_1 TGAGTCCAAACCGGACA em7 GACTGCGTACGAATTCAA
me7 TGAGTCCAAACCGGTTG em8 GACTGCGTACGAATTCAC
me8 TGAGTCCAAACCGGTGC em10_2 GACTGCGTACGAATTCAT
mel0_2 TGAGTCCAAACCGGGAC emll GACTGCGTACGAATTTCG
mell TGAGTCCAAACCGGAAC eml3 GACTGCGTACGAATTGGT
mel3 TGAGTCCAAACCGGAAA eml4_2 GACTGCGTACGAATTCTT
me22 TGAGTCCAAACCGGGCA em15 GACTGCGTACGAATTCTG
F14 TGAGTCCAAACCGGAAC eml16 GACTGCGTACGAATTCGG

meDC1 TAAACAATGGTCACTCAAGG em17 GACTGCGTACGAATTCCA



meOD3 CCAAAACCTAAAACCAGGA SRAP R TGAGTCCAAACCGGATA
meSA4 TTCTTCTTCCTGGACACAAA

Wyniki
1. Mapowanie asocjacyjne populacji CZR876/01xCZR891/01

1.1. Genotypowanie populacji mapujacej pozwolito na identyfikacje 10489 markerow silicoDATrT,
z ktorych 4632 bylo polimorficzne.

1.2. Mapowanie asocjacyjne pozwolito na identyfikacj¢ 75 markeréw zwigzanych z wysoko$cig
rosliny.

1.3. 9 zasocjowanych markeréw zostatlo zmapowanych na genetycznej mapie pszenzyta (Tabela 7)
(Tyrka i wsp. 2015).

1.4. Markery pogrupowano w dwa regiony chromosomalne przypisane do chromosomu 5R
(zatacznik 1). Pierwsza z nich zawierala si¢ w przedziale od 38,45 cM do 24,62 cM,
pokrywajac 14,29 cM z najbardziej zwigzanym znacznikiem przy 32,811 ¢M. Druga grupa
sktadata si¢ z mniej powigzanych markerow w zakresie od 56,984 do 59,501cM.

1.5. Pierwsza grupa sktadata si¢ z 31 asocjowanych markerow i 70 markerow bedacych markerami
redundantnymi na podstawie opublikowanych materiatdow uzupetniajacych (Tyrka i wsp.
2015). Podobnie, zidentyfikowano 8 asocjowanych i 24 redundantne dla drugiego regionu.

1.6. Markery pogrupowano w dwa obszary chromosomalne polozone w odleglosci okoto
11 cM.

1.7. Zidentyfikowany region najprawdopodobniej zlokalizowany jest na krotkim ramieniu
chromosomu 5R.

Tab. 7. Markery asocjowane z wysokoscig rosliny i zlokalizowane na mapie pszenzyta

35,3242988  1,64E-08 0,209609046 56,984
60,7026589  7,71E-13 0,374954783 3 32,811
52,7959176  1,51E-11 0,307438641 18 38,455
46,9793894  1,36E-10 0,284456409 14 35,634
46,5287036  1,79E-10 0,274249351 3 31,406
34,8705598  1,99E-08 0,197152239 4 24,162
39,8939215  2,42E-09 0,234648218 28 29,765
53,4083248  1,08E-11 0,299677834 13 37,016
36,3552201  1,08E-08 0,213362351 9 59,501

2. Analiza populacji 541x84A/2 z wykorzystaniem technologii DArT

W wyniku przeprowadzonych analiz uzyskano 37 963 markery SilicoDArT specyficzne dla
roslin wczesnych, pdznych oraz o posredniej wezesnos$ci. W obrebie tych markeréw zidentyfikowano
25 269 markery SNP.

Srednia warto$¢ PIC dla wszystkich analizowanych prob wynosita 0,269. W analizowane;j
populacji stwierdzono dos¢ wysoki wspolczynnik heterozygotycznosci, ktory wynosit 0,353. Zwigzane
jest z faktem iz analizowana populacja byta populacja F2, czyli na bardzo wczesnym poziomie
zaawansowania hodowlanego.

3. Potwierdzenie charakteru mieszancowego roslin uzyskanych w roku 2017 —

W celu potwierdzenia charakteru mieszancowego wykorzystano 30 kombinacji starterow
SRAP, ktorych sekwencje przedstawione sa w Tab. 6. W wigkszosci przypadkéw uzyskano
monomorficzne obrazy nieumozliwiajgce identyfikacje i potwierdzenia charakteru mieszancowego
badanych genotypow. Zidentyfikowano trzy pary starterow, ktore generowaly wysoki poziom
polimorfizmu. Umozliwito to potwierdzenie mieszancowosci wszystkich badanych form (Tab. 8). Para
me5+eml4_2 potwierdzita mieszancowos¢ genotypow Ael56xTorino, AelS6xSailor oraz Ae 157xTop.
Zidentyfikowano amplikony o wielko$ciach 130bp, 490bp i 600bp ktore byty specyficzne dla odmiany
Torino i jednocze$nie wystepujace w mieszancu. Dla odmiany Sailor i mieszanca Ael56xSailor
zidentyfikowano produkty o wielkosci 200bp, 350bp, 420bp. Druga para starterow (me22+eml5)



potwierdzita charakter mieszancowy genotypoéw Ael52xB124, Ae75xSailor, Ae75xL169. Produkty
specyficzne dla B124 oraz mieszanca mialy wielko§¢ 210bp, 420bp i 550bp. Dla odmiany Sailor i
mieszanca zidentyfikowano 4 specyficzne amplikony: 150bp, 210bp, 550bp, 900bp. Mieszancowos¢
Ae75xL169 potwierdzita obecnos¢ amplikonéw o wielkosci 550bp i 900bp.

Trzecia para starterow me6 l+em7 potwierdzita mieszicowo$¢ czterech genotypow.
Mieszaniec o kombinacji Ae74xAstoria potwierdzony zostat amplikonem o wielkosci 350bp,
mieszaniec Ae63xFigura amplikonem 550bp. Produkty o wilkosciach 350bp, 550bp, 710bp
potwierdzily mieszancowy charakter kombinacji Ae77xLombardo. Produkty 350bp i 710bp byly
réwniez specyficzne dla genotypu Ael28 x Lombardo.

W tabeli zaznaczono, ktore produkty wystepuja u matki, ojca i mieszanca. Charakter
mieszancowy potwierdzajg produkty wystepujace u form ojcowskich i mieszanca, a nie wystgpujace u
form matecznych.

Tab. 8. Amplikony potwierdzajace charakter mieszancowy analizowanych mieszancow.
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Whioski

1. Mapowanie asocjacyjne populacji CZR876/01xCZR891/01

1. Mapowanie asocjacyjne przy uzyciu populacji biparentalnej F2 za pomoca markerow
silicoDATT umozliwito identyfikacje 75 markerow zwiazanych z kartowatoscia QTL
znajdujacg si¢ na chromosomie SRS z genomu pszenzyta.

2. Poniewaz znana pozycja chromosomu genu Dw1 w pszenzycie jest przypisana do SRL,
nasze dane mogg wskazywaé, ze badana populacja moze by¢ zrédlem nowego genu
kartowatego.



3. Poniewaz markery pogrupowane sa w dwa regiony chromosomalne rozdzielone
odlegtoscig okoto 11¢cM, moze to oznacza¢, ze dwa QTL moga nadawaé kartowatos¢ w
naszej populacji F2, gdzie najsilniejszy jest gtownym QTL, podczas gdy drugi jest
mniejszy. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze oba regiony nalezg do tego samego QTL
rozciagajacego sie na tak duzej odlegtosci. Te dwie opcje wymagaja dalszych badan przy
uzyciu metody mapowania interwatowego.

4. Wykorzystanie dostgpnej mapy genetycznej pszenzyta zasugerowato 92 dodatkowe
markery (zbedne), ktore mogg by¢ wartosciowe dla dalszej hodowli.

5. Istotne jest sprawdzenie, czy zidentyfikowane QTL (y) sa dominujace lub recesywne, jezeli
majg by¢ stosowane w programach hodowlanych i czy warto przeksztatcaé
zidentyfikowane markery do celow MAS

6. Poziom polimorfizmu uzyskany w badaniach wlasnych jest wystarczajacy dla pewnej i
wiarygodnej oceny zroznicowania genetycznego analizowanych form pszenzyta ozimego

2. Analiza populacji 541x84A/2 z wykorzystaniem technologii DArT

3.

1. Poziom polimorfizmu uzyskany w badaniach wilasnych jest wystarczajacy dla pewnej i
wiarygodnej oceny zroznicowania genetycznego analizowanych form pszenzyta ozimego
Potwierdzenie charakteru mieszancowego roslin uzyskanych w roku 2017

1. Markery SRAP okazaly si¢ przydatne w ocenie charakteru mieszancowego badanych
genotypow

Ocena szans na osiagni¢cie zalozonego celu, ocena istniejacego ryzyka

Brak — zaréwno izolacja DNA jak PCR oraz qPCR sg technikami standardowo stosowanymi w
Jednostce.

Mierniki dla tematu badawczego 5 (podaé w tabeli)

Lp. miernik® Wartos¢ mlernl'ka Wartos_c miernika
podana w opisie zrealizowana
1 | Liczba genotypowanych roslin (DArT) 90 90
2 | Liczba populacji poddanych mapowaniu 1 1
3 | Liczba potencjalnych mieszancow poddanych ocenie 10 10
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5. Informacja nt. prezentacji WyllikéW badan (podaé w tabeli - nalezy wymienic konferencje, na ktorych

planuje si¢ zaprezentowac wyniki i/lub wymieni¢ publikacje, ktore zostang przygotowane i przyjete do druku w trakcie
realizacji zadania w danym roku).

Prezentacja wynikéw na konferencjach

Ip. konferencja Rodzaj Liczba
prezentacji® prezentacji
1 Plant Biology Europe 2018 poster 2
Publikacje w monografiach/czasopismach recenzowanych
Ip. monografia/czasopismo Rodzaj Liczba
publikacji’ publikacji

Tytuly prezentowanych posterow na Konferencji “Plant Biology Europe 2018” (wyniki z roku
2017 2018).

1. Identification of markers associated with dwarfism in the CZR876/01 x CZR891/01.

2. Expression analysis of gibberellin biosynthesis pathway genes in triticale forms with
Dw1 gene and dwarf and high triticale plants derived from [(Jana x Tempo) X Jana ] x
Aegilops juvenalis cross combination.
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