SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE

z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2019 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: 2019

Planowane naktady w zt: 48 240

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 Sozoniuk dr UP w Lublinie
Aleksandra Nucia dr UP w Lublinie
Aneta Koroluk mgr inz UP w Lublinie
Magdalena Kawecka mgr inz. UP w Lublinie
Karolina R6zaniecka inz. 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 (BCz) w wyniku
krzyzowania ro$lin pokolenia BC; uzyskanych z krzyzowania
1 . , : . TAK
wstecznego mieszancoOw Fi otrzymanych z krzyzowania
koziencoOw z pszenicg oraz pszenzytem
Analiza wysokosci oraz podstawowych komponentow plonu
2 ro$lin populacji F2 pochodzacej z krzyzowania wysokiej TAK
linii zyta 541 z kartowa linig 84A/1
3 Zwickszenie wydajnos$ci uzyskiwania mieszancow oddalonych TAK
poprzez zastosowanie opracowanej metodyki embryo rescue.
4 Konwersja markeréw DArT uzyskanych dla populacji TAK
CZR876/01xCZR891/01

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 podaé koszty realizacji

poszczegdlnych tematéw badawczych.

Prosze wyrozni¢ etapy (tematy badawcze), okresli¢ czas ich trwania w miesigcach od rozpoczecia projektu i przewidywane
koszty. Terminy realizacji tematow badawczych mogqg si¢ zazebiaé. Suma kosztow tematow badawczych musi by¢ réowna

catkowitemu kosztowi zadania.

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




Termin rozpoczgcia — .
, . L Przewidywane
zakonczenia realizacji .
koszty realizacji
Lp. Nazwa tematu badawczego tematu badawczego w fematu
miesigcach od rozpoczecia badawczedo
realizacji zadania g
1 Uzysklwan.le mieszancow poprzez krzyzowanie 5.12 28 240
(kastrowanie i zapylanie) roslin
2 | Ocena zmiennosci cech w mieszancach 1-12 12 000
3 I;olaqa uzyskanych zarodkéw i prowadzenie kultur in 6-12 2000
VItro
4 | Analizy molekularne uzyskanych mieszancow 1-12 6 000
Razem 48 240

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

3. OpiS tematow badawczych (nalezy sporzqdzi¢ opis dia tematéw badawczych wymienionych w tabeli powyzej;
kolejnos¢ zgodnie z tabelg powyzej)
3.1 Temat badawczy 1: Uzyskiwanie mieszancow poprzez krzyzowanie (kastrowanie i
zapylanie) roslin.

Cel tematu badawczego 1

Celem zadania 1 bylo uzyskanie mieszancow wstecznych (BC2) w wyniku krzyzowania ro$lin
pokolenia BC: otrzymanych z krzyzowania koziencOw z pszenicg i pszenzytem O0raz
jednokrotnego krzyzowania z odmiang uprawna.

Materialy i metody (opisac jak w publikacji)

W biezagcym sezonie wegetacyjnym do wykonania potencjalnych krzyzowan
wysadzonych zostato 11 kombinacji mieszancow BC1, a takze wysiano 13 odmian pszenzyta.
Ponadto wysiane zostaly linie i odmiany pszenicy w liczbie 22.

Wybrane formy wysiewane byly na poletkach 2-rzedowych, w siewie gestym,
rzutowym (okoto 300 ziarniakéw na m?). Rozstawa rzedow wynosita 20 cm.

Tuz przed kwitnieniem na poletkach doswiadczalnych kastrowane byty kwiaty w
ktosach roslin przeznaczonych na formy mateczne. Kastracja wykonana byta metoda manualna.
Z kazdego kloska usunigte zostaly srodkowe kwiaty, a z pozostatych, bocznych kwiatow
usuni¢to po trzy niedojrzate pylniki. Na wykastrowany ktos zatozono izolator. Nastgpnie na
dojrzate znami¢ stupka nanoszono pylek z roslin przeznaczonych na form¢ ojcowska.

Schemat krzyzowan planowanych na rok 2019 Liczba kombinacji

Mieszance BC1 x odmiana 50

Wyniki

Wszystkie krzyzowane klosy poddane byly ocenie pod katem liczby zawiaznych
ziarniakdw oraz wykastrowanych kwiatow. Na podstawie tych danych obliczona zostala
zdolnos$¢ kombinacyjna poszczegdlnych form wyrazona w %.

Dla kazdego mieszanca oddalonego obliczono zdolno$§¢ kombinacyjng w
krzyzowaniach wstecznych z pszenzytem wg wzoru: liczba zawigzanych ziarniakoéw/liczba
wykastrowanych kwiatow*100. Zdolno$¢ kombinacyjna wahata si¢ od 0% do 64% dla
mieszancoéw oddalonych.



Tab. 1 Kombinacje krzyzowkowe wykonane w ramach zadania

Lp. Kombinacja krzyzéwkowa Liczba . LIC.Z ba Zd(_)lnoéc’_
kwiatow ziarniakow kombinacyjna
1 | [(54xBokolo)/1 x Bokolo] x Bokolo 32 2 6%
2 | [(54xBokolo)/2 x Bokolo] x Bokolo 34 1 3%
3 | [(54xBokolo)/3 x Bokolo] x Bokolo 34 & 9%
4 | [(54xBokolo)/4 x Bokolo] x Bokolo 34 0 0%
5 | [(54xBokolo)/5 x Bokolo] x Bokolo 32 0 0%
6 | [(54xBokolo)/6 x Bokolo] x Bokolo 34 0 0%
7 | [(Ae52xBaltiko)/1 x Baltiko] x Baltiko 28 9 32%
8 | [(Aeb2xBaltiko)/2 x Baltiko] x Baltiko 20 2 10%
9 | [(Ae52xBaltiko)/3 x Baltiko] x Baltiko 24 1 4%
10 | [(Ae52xBaltiko)/4 x Baltiko] x Baltiko 20 7 35%
11 | [(Ae52xBaltiko)/5 x Baltiko] x Baltiko 20 0 0%
12 | [(Ae52xBaltiko)/6 x Baltiko] x Baltiko 24 0 0%
13 | [(Ae52xBaltiko)/7 x Baltiko] x Baltiko 20 0 0%
14 | [(LeontinoxAe78) x Baltiko] x Baltiko 40 35 88%
15 | [(LeontinoxAe78) x Baltiko] x Baltiko 28 18 64%
16 | [(LeontinoxAe78) x Baltiko] x Baltiko 36 14 39%
17 | [(LombardoxAe45) x Lombardo] x 20 1
Baltiko 5%
18 | [(MelomanxAe89)/1 x Meloman] x 28 1
Meloman 4%
19 | [(MelomanxAe89)/2 x Meloman] x 28 1
Meloman 4%
20 | [(MelomanxAe89)/3 x Meloman] x 20 5
Meloman 10%
21 | [(TomkoxAe87)/1 x Bokolo] x Meloman 24 1 4%
22 | [(TomkoxAe87)/2 x Bokolo] x Bokolo 34 1 3%
23 | [(TomkoxAe87) x CH/1] x Bokolo 30 2 7%
24 | [(TomkoxAe87) /1x Tomko] x Tomko 28 2 7%
25 | [(TomkoxAe87)/2 x Tomko] x Meloman 24 1 4%
26 | [(TomkoxAe87)/3 x Tomko] x Meloman 24 4 17%
27 | [(Ael56 x Tomko) x Pizarro] x Tomko 28 3 11%
28 | [(Ael56 x Tomko) x Tomko] x Tomko 34 0 0%
29 | [(Ae87 x Tomko) x Pizarro] x Meloman 32 0 0%
30 | [(Ael25xLombardo)/1 x Lombardo] x 36 3
Lombardo 8%
31 | [(Ael25xLombardo)/2 x Lombardo] x 36 3
Lombardo 8%
32 | [(Ael25xLombardo)/3 x Lombardo] x 36 0
Lombardo 0%
33 | [(Ael28xLombardo)/1 x Alzo] x 32 2
Lombardo 22%
34 | [(Ael28xLombardo)/2 x Alzo] x 32 5
Lombardo 16%
35 | [(Ael28xLombardo)/3 x Alzo] x Alzo 32 0 0%
36 | [(Ael28xLombardo)/4 x Alzo] x Alzo 32 0 0%
37 | [(SekretxAe87) x Sekret/1] x Sekret 24 1 4%
38 | [(TomkoxAe87) x Tomko] x Bokolo 24 1 4%




39 | [(AlgrosoxAel02) x Algoso]/1 x 24 5

Leontino 21%
40 | [(AlgosoxAel02) x Algoso]/1 x Leontino 28 6 21%
41 | [(AlgosoxAel02) x Algoso]/2 x Leontino 30 0 0%
42 | [(AlgosoxAel02) x Algoso]/3 x Leontino 24 0 0%
43 | [(Meloman x Ae89) x Meloman] x 24 1

Leontino 4%
44 | [(MelomanxAe83) x Sekret]/1 x Sorento 20 1 5%
45 | [(MelomanxAe83) x Sekret]/2 x Sorento 20 0 0%
46 | [(MelomanxAe89) x Meloman]/1 x 20 1

Meloman 5%
47 | [(MelomanxAe89) x Meloman]/2 x 20 1

Meloman 5%
48 | [(TomkoxAe89) x Meloman]/1 x Bokolo 20 1 5%
49 | [(TomkoxAe89) x Meloman]/2 x Bokolo 20 1 5%
50 | [(TomkoxAe89) x Meloman]/3 x Bokolo 36 1 3%

Obliczono réwniez zdolnos¢ kombinacyjng dla wszystkich odmian i rodow pszenzyta,
ktoére byty wykorzystywane w krzyZzowaniu mieszancow. Wahala si¢ ona od 13% dla
odmiany Baltiko do 3% dla Bokolo i Sorento (Rys. 1).

Rys. 1 Zdolno$¢ kombinacyjne odmian i rodow pszenzyta w krzyzowaniu z mieszancami
oddalonymi pszenzyta.
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W ramach zadania obliczono réwniez zdolno$¢ kombinacyjng dla mieszancoéw
pokolenia BC:. Wahata si¢ ona od 64% dla mieszanca (Leontino x Ae78) x Baltiko do 0% dla
mieszancoOw (Ael56 x Tomko) x Tomko i (Tomko x Ae89) x Meloman (Rys. 2).



Rys.2 Zdolno$¢ kombinacyjna dla mieszancow oddalonych pszenzyta w krzyzowaniu
wstecznym.
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WhioskKi

Zdolno$¢ kombinacyjna mieszancw wstecznych réznita si¢ w zalezno$ci od kombinacji.
2. Gatunki z rodzaju Aegilops, ze wzglgdu na mozliwos¢ krzyzowania zarébwno z pszenica,
jak 1 z pszenzytem, stanowig cenne zrodlo genetyczne mozliwe do wykorzystania w
pracach majacych na celu poszerzenie zmienno$ci genetycznej tych zbdz na drodze
krzyzowan oddalonych.

=

Ocena szans na osiagnigcie zatozonego celu, ocena istniejgcego ryzyka
Liczba zaplanowanych krzyzowan zalezna jest od warunkoéw atmosferycznych, w zwigzku z
czym moze ona podlega¢ zmianie (zaktadana fluktuacja + 5%).

Mierniki dla tematu badawczego 1 (podaé w tabeli)

Wartos¢ miernika Wartos¢ miernika

Lp. miernik? - )
podana w opisie zrealizowana

Liczba wykonanych kombinacji

krzyzéwkowych. 50 50

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

Celem zadania 2 jest analiza wysokosci oraz podstawowych elementow plonu mieszancoéw
oddalonych z koziencami

Materiaty i metody (opisac jak w publikacji)

Przedmiot badan stanowié¢ beda pojedyncze rosliny mieszancowe populacji F2 uzyskane
w wyniku krzyzowania wysokiej linii wsobnej zyta 541 z kartowym mutantem 84A/1 oraz
formy rodzicielskie (Tab. 2).

Tab. 2. Formy przeznaczone do oceny laboratoryjnej

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



Kombinacja Liczba analizowanych
krzyzéwkowa roslin mieszancowych

Liczba analizowanych

Formy rodzicielskie roslin rodzicielskich

541x84A/1 25 541 25

84A/1 25

Ocenie fenotypowej poddano pedy gtowne wszystkich roslin w fazie dojrzatosci pelne;.

Ocenie laboratoryjnej poddano nastgpujace elementy:
- dlugosc¢ pedu gtownego [cm],
- dhugos¢ osadki ktosowej [cm],
- liczba ktoskow w klosie glownym,
- zbito$¢ klosa gléwnego,
- liczba ziarniakow w ktosie gtéwnym,
- masa ziarniakéw z klosa gléwnego [g],
- plodnos$¢ ktoska (liczba ziarniakéw przypadajacych na klosek ktosa gldownego),
- masa 1000 ziarniakoéw [g].

Zbitos¢ klosa glownego, ptodnosé kloska oraz masg¢ 1000 ziarniakéw obliczono za pomoca
WZOrow:

liczba ktoskéw w ktosie gtownym—1

Zbitos¢ ktosa gtownego = — - - -
dtugosc osadki ktosowej ktosa gtéwnego [dm]

liczba ziarniakéw w ktosie gtéwnym

Plodnos$c¢ kloska =

liczba ktoskoéw w ktosie gtownym

masa ziarniakéw z ktosa gtéwnego x1000

Masa 1000 ziarniakow = — ———— ——
liczba ziarniakoéw w ktosie gtownym

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

Analiza statystyczna wysokosci roslin mieszancowych 1 form rodzicielskich wykazata,
ze forma karlowa 84A/1 byla istotnie nizsza zaré6wno od mieszancéw jak 1 wysokiego
komponentu rodzicielskiego. Mieszance miaty posrednig wysokos$¢ istotnie nizszg od rodu 541
1 istotnie wyzsza od rodu 84A/1. Analiza dlugosci ktosa gtownego wykazata, Ze ktos kartowej
formy byt istotnie krétszy anizeli ktos form mieszancowych 1 rodu wysokiego. Pod wzglgdem
dhugosci klosa mieszancéw i roslin formy 541 nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic.
Wykazano natomiast, ze liczba ktoskow w ktosie gtobwnym jest istotnie wyzsza jedynie u form
wysokich w poroOwnaniu z mieszancami i rodem kartowym. Najwyzsza liczbe ziarniakéw w
ktosie mialy rosliny mieszancowe. Liczba ta byta istotnie wyzsza od liczby ziarniakow u
matecznej formy 541. Nie roznila si¢ natomiast od formy ojcowskiej. Mieszance F»
charakteryzowaty si¢ ponadto masg ziarniakoéw z klosa, ktora byla istotnie wyzsza od obu form
rodzicielskich. Pod wzgledem zbito$ci klosa oraz MTZ nie stwierdzono istotnych réznic
pomiedzy mieszancami a formami rodzicielskimi. Wykazano natomiast , ze ptodnos¢ ktoska w
mieszancach byta istotnie wyzsza w poréwnaniu z rodem 541 (Tab. 3).



Masa

L. L
L ., Wysoko$¢ | DL Klosa | L. kloskow L ziarniakow w s Plodnos¢
Kombinacja krzyzowkowa [cm] [cm] w klosic zer;ng(ﬁew w Iosic ZDbitos¢ ktosa Kloska MTZ
[a]
541x84A/1 100,132 12,242 27,552 51,05% 1,58° 2,36% 2,09% 29,432
541 131,60° 12,532 34,20° 38,93® 1,08° 2,68° 1,17° 29,23
84A/1 52,53° 9,1° 23,932 37,07° 0,92° 2,732 1,53% 23,032

Tab. 3. Istotnos¢ roznic dla podstawowych komponentéw plonu uzyskanych dla mieszancow




Whioski

1. Formy mieszancowe wykazywaly istotnie wyzszg mas¢ ziarniakow z klosa w
poréwnaniu do form rodzicielskich

2. Krzyzowanie nie powodowato redukcji ani wzrostu MTZ w pokoleniu F

3. Mieszance charakteryzowaly si¢ istotnie wyzszg liczbg ziarnikow z klosa
gléwnego

Mierniki dla tematu badawczego 2 (podaé w tabeli)

Lp. miernik? Warto$¢ mlerpl'ka Wartos_c miernika
podana w opisie zrealizowana
1 Liczba fenotypowanych roslin 75 75

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

Celem zadania 3 byto zwigkszenie wydajnosci uzyskiwania mieszancow migdzyrodzajowych
pszenicy i pszenzyta z koziefnicami poprzez zastosowanie techniki ratowania zarodkow.

Materialy i metody (opisac jak w publikacji)

Mieszance pokolenia BCi zostaly wykastrowane, a nastgpnie zapylone pytkiem
pobranym z ro$lin odmian uprawnych. Sposrod wszystkich wykonanych kombinacji
krzyzéwkowych, z 20 pobrano zarodki i przekazano do kultur in vitro. Zarodki byty pobierane
w okresie pomigdzy 18 a 21 dniem po zapyleniu. Pobrane zarodki byty sterylizowane przez 2
minuty za pomocg 70% etanolu. W kolejnym kroku wszystkie ziarniaki zostaty przeptukane
trzykrotnie w wodzie destylowanej.

Tak przygotowane zarodki mieszancowe poddawano procedurze ratowania zarodkow
(embryo rescue) w warunkach kultury in vitro. W tym celu przenoszono je na pozywke MS z
dodatkiem hydrolizatu kazeiny. W pierwszym etapie (5 dni) przetrzymywano je 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 nastgpnie do warunkéw polowych.

Wyniki

Do rozwoju w kulturach in vitro przekazano 10 zarodkéw (Tab. 4). Pozostate ziarniaki
zostaty wysiane bezposrednio do ziemi. Sposrod wytozonych 10 zarodkdéw uzyskano 5 roslin
Daje to wydajno$¢ na poziomie 50%.

Lp. Kombinacja z pszenzytem L. . L .
zarodkow roslin
1 (54xBokolo)/1 x Bokolo x Bokolo 1 0
2 (54xBokolo)/2 x Bokolo x Bokolo 1 0
3 (Ael25xLombardo)/1 x Lombardo x Lombardo 1 0
4 (Ael28xLombardo)/1 x Alzo x Lombardo 1 1
5 (Ae52xBaltiko)/1 x Baltiko x Baltiko 1 1
6 (Ae52xBaltiko)/4 x Baltiko x Baltiko 1 0
7 (LeontinoxAe78) x Baltiko x Baltiko 1 1

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



8 (TomkoxAe87)/3 x Tomko x Meloman
9 [(AlgosoxAel02) x Algoso]/1 x Leontino
10 |[(MelomanxAe83) x Sekret]/1 x Sorento

Vi, O

10

Tab. 4. Kombinacje krzyzéwkowe przekazane do Embryo Rescue.
WhnioskKi

1. Zastosowanie techniki ratowania zarodkéw umozliwito zwiekszenie wydajnos$ci
uzyskiwania mieszancéw miedzyrodzajowych

Mierniki dla tematu badawczego 3 podaé w tabeli)

Wartos$¢ miernika Warto$¢ miernika

Lp. miernik* - )
podana w opisie zrealizowana

Liczba kombinacji krzyzowkowych z
1 ktorych zarodki bedg przeznaczone do 10 10
Kultur in vitro

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

Celem tematu byla konwersja markeréw sprz¢zonych z genem kartowatosci
zmapowanym na chromosomie 5R pszenzyta w populacji CZR876/01xCZR891/01

Sposrod uzyskanych uprzednio markerow DArT wybrano 3 wykazujace najwigksze
sprzezenie Z cechg (Tab. 5). Sekwencje wybranych markerow zblastowano wzgledem
sekwencji zgromadzonych w bazie NCBI dla rodziny Poaceae - zastosowano algorytmy
blastn i megablast.

Tab. 5. Markery DArT poddane analizie przy pomocy narzedzia BLAST.

marker

sekwencja

3045942

TGCAGAGGGATAGAGCCATTGAACATGTTGCTGCCGAGGTCGAGCGAGCGCAGCCGCGAGAAGCTTGCC

4344398

TGCAGAATAACTCGTTTTCTGGAAGGATCCCACCG

4348428

TGCAGTTCGGCGACCTCTCCGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACCGATCTCGTATGC

3604723

TGCAGTTGGAATGATATGAGCTCTGGCCAGCTCGTGAATAAAGCCG

3619640

TGCAGCAGCCTGAAAACAGAGCTCCCATCAGATACAGAACTTGGCAATTCTAACACGAAGATGTTCCGA

3610345

TGCAGGGATAGAGCCGACAAGGTTGTTGCGGAAGAGATTCAGGATTTTCAGCTTGGTTGCCTTGCCGAG

3615774

TGCAGTTCAGCCCGTCCCCGACCCACCACGGCCGTTGTTCTTGTCCACCGACGCTGGTAGAGTTCCGAG

4354040

TGCAGCGTGTGGTGCTGCTGAGATCGCCCACCGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACC

8511729

TGCAGCTTGTCGGCGTCGGCGTACGCGAAGTCGAACGCGCCGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAAT

Do sekwencji obejmujacej markery réznicujace zaprojektowano po 3 pary starterow
(Tab. 7). Mieszanina reakcyjna o objetosci 15 pl zawierata: 1 x bufor do PCR (10 mM Tris pH
8.8, 50 mM KCl, 0.08% Nonidet P40) (Thermo Scientific), 60 ng genomowego DNA, 160 uM
kazdego z ANTP-6w, 5,3 pM startera, 1,2 mM MgCl, oraz 0,5 U Tag DNA Polymerase (Thermo
Scientific). Reakcje byty przeprowadzone na termocyklerze T1 Biometra zgodnie z cyklem
zawartym w Tab. 6.

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




Tab 6. Cykl PCR do amplifikacji markera skonwertowanego w STS.

Etap Tem?fé;‘ tura Czas Liczba cykli
Wstepna 95 2 min x 1
denaturacja
Denaturacja 94 30 sek
Annealing 56 30 sek x 30
Elongacja 72 30 sek
Koncowa 72 7 min x1
elongacja

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). Rozdziat bedzie prowadzony przy napieciu 120 V przez 4h.

Wyniki

Sposréd  rekordéw uzyskanych dla testowanych markerow wybrano sekwencje
XM_020326708.1 pochodzaca z Aegilops tauschii subsp. tauschii, w obrebie ktorej algorytmy
megablast oraz blastn zidentyfikowaty cztery markery DATT (ryc. 1.). W obrebie poczatkowej
czesci sekwencji zlokalizowano marker 3045942, w obrebie Srodkowej czesci sekwencji
zlokalizowano trzy markery (3604723, 4344398 oraz 3610345), ktore byty skupione obok
siebie (Rys. 3).

Rys. 3. Markery DArT zlokalizowane przez program BLAST w obrgbie sekwencji
XM_020326708.1. Kolorem wyrdzniono poszczegdlne markery: 3045942; [[SEEEEN; 8604723;
3610345.

CTACCAGCCCTCGCCGTGCTCGACCTCAACGATAACAACATCGGCGGCACCATCCCCACGAGCCTCTCGC
GGCTGCGCTCCCTCGCCGCGCTCGACCTCGGCAGCAACTCGTTGAGTGGCTCCATCCCGCCACAGCTCGG
CGACCTCTCCGGCCTCGTCGACCTCCGCCTCTACAACAACAACCTCACCGGCGACATCCCGCATCAGCTC
AGCAGGCTCCCCAGGATCGCGCACCTCGACCTCGGCTCCAACTACCTCACCAACCAGCAGGACTACCGCA
GGTTCACGCCCATGCCCACCGTCACCTTCCTCTCGCTGTACCTGAACTACCTCAACGGCAGTTTCCCGGA
GTTCATCCTCAAAAGCGGCAACATCACCTACCTCGACCTGTCGCAGAACACTCTCTCTGGACCAATACCG
GACTCGCTGCCGGAGAACCTCCCCAACCTCATGTACCTCAACCTGTCCATCAATGCCTTCTCCGGGCGGA
TACCAACGTCGCTGTCGAAGCTGTCGAAGCTCCAGGACCTGCGGGTTAGCAACAACAATCTGACGGGTGG
AATCCCCGAGTTCCTTGGTTCCATGTCCCAGCTGAGGGGTCTTGAACTCGGCAGCAACCCGCTCGGCGGA
TCGATCCCGCCAGTTCTCGGCCGGCTCGAAATGCTACAGCGCCTTGACATCATGAACGCCGGGTTGGTTT
CCACTATTCCACCCGAGTTGGGCAATCTTGGCAATGTCAATTCCATGGAACTAGACATGAACCAGCTCAC
CGGTGTCCTGCCGCCGGAGTTGTCCGGGATGCGCCAGATGCGTGAATTTGGCATACCATCGARCAAACTC
ACCGGTCATATTCCACCGGCTTTATTTACGAGCTGGCCAGAGCTCATATCATTCCAAGTGCAIEG

GAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAA
CAATCTTGTCGGCTCTATCCCTGEAGAGCTGGGCAAGCTAGTGAGACTGGAACAGTTGGATTTGTCGGTC
AACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTTGCTCGGGAATCTCAAGCATCTCATGAGGTTGGCGCTCTTCT
TCAACCGGCTCACTGGCATGATCCCACTGGAGATCGGCARCATGACGGCATTGCAAGTCTTGGACCTCAA



CACCAACAGTTTGGAAGGTGAGCTGCCCGCCACCATCACATCGCTCAGGAATCTCCAATACCTTGCCCTG
TTTGACAACAACTTCAATGGTACCATACCGCCGGACCTCGGGAAGGGGCTGATCTTAACCGATGTGAGTT

Do dalszej analizy wybrano markery 4344398, 3604723 oraz 3610345. W celu
przedtuzenia ich sekwencji zaprojektowano 3 pary starterow amplifikujgce fragmenty
sekwencji, w obrgbie ktorych zidentyfikowano w/w markery DArT. Zaprojektowane pary
starterow podano w tabeli 7.

Tab. 7. Pary starterow uzyte do wydtuzenia sekwencji markerow DArT (4344398, 3604723,
3610345) zidentyfikowanych w obrebie sekwencji XM_020326708.1.

Lp. | Nazwa Sekwencja 5°-3° Wielkos$¢ produktu

DwlaF | AGACATGAACCAGCTCACCG
DwlaR | TTGAAGAAGAGCGCCAACCT
DwlbF | TGGGCAATCTTGGCAATGTC
DwlbR | CGCCAACCTCATGAGATGCT
DwilcF | TAGACATGAACCAGCTCACCG

3. | DWicR | GTTGAAGAAGAGCGCCAACC 374 pz

1. 372 pz

2. 395 pz

Poniewaz przeprowadzone reakcje poczatkowo nie daty satysfakcjonujacych wynikoéw
przeprowadzono optymalizacj¢ warunkéw PCR. Do optymalizowanych czynnikow nalezaty
stezenie starterow, stezenie matrycy oraz temperatura annealingu. Po wybraniu optymalnych
warunkoéw, przeprowadzono reakcje PCR na DNA wyizolowanym z form rodzicielskich
CZR876/01 (niski) oraz CZR891/01 (wysoki). Na zelu agarozowym nie stwierdzono r6zni¢ w
dhugosci produktéw, dlatego amplikony poddano sekwencjonowaniu w celu identyfikacji
potencjanych SNP.

Przeanalizowano w nastepnej kolejnosci zestawienia wielosekwencyjne wygenerowane
przez program ClustalOmega pochodzace z poréwnania sekwencji uzyskanych dla form
rodzicielskich (niski x wysoki) przy pomocy zaprojektowanych par starteréw. Przeprowadzono
analize kazdego z otrzymanych zestawien w celu identyfikacji potencjalnych miejsc
pozwalajacych odrézni¢ forme¢ wysoka od niskiej. Ze szczegdlnym uwzglednieniem
przeanalizowano nukleotydy zdegenerowane (kod IUPAC). Nie znaleziono miejsc
jednoznacznie roznigcych forme niska od wysokiej. Wykryte réznice na poczatkach
analizowanych zestawien uznano za bledy powstate podczas sekwencjonowania.

W celu ujawnienia potencjalnych btgdéw sekwencjonowania, ktore mogtyby maskowaé
SNP odroézniajace forme niska od wysokiej zestawiono razem trzy sekwencje wygenerowane
dla formy niskiej (rys. 4), trzy sekwencje wygenerowane dla formy wysokiej (rys. 5) oraz
wszystkie szes¢ sekwencji (rys. 6). Pozwolito to na zidentyfikowanie dwoch potencjalnych
SNP w obrebie analizowanych sekwencji.



niski_Dwib GMSCAGGAAWRGKMTGAACAGCTCACCGGTGTCCTGCCGCCGGAGTTGTCCGGGATGCGL 60

niski_Dwla GGGCGGCGCGGGRGTTGTCGGAATGLGL 28
niski Dwic TGGGCGGCGCGGERGTTGTCGGAATGCGL 29
Ak * HoHOk RHOROR K
niski_Dwib CAGATGCGTGAATTTGGCACATCATCGAACAAACTCACCGGTCAGATTCCACCGGCTTTA 120
niski Dwia CAGATGCGTGAATTTGGCAYATCATCGAACAAACTCACCGGTCAGATYCCACCGGCTTTA 88
niski bwic CAGATGCGTGAATTTGGCAYATCATCGAACAAACTCACCGGTCAGATYCCACCGGCTTTA 89
HEEREE AR KRR KRR AR AR R KRR KRR R AR R R KRR Rk R
niski Dwib TTTACGAGCTGGCCAGAGCTCGTATCATTCCAAGTGCAGAACAACTCGTTTTCAGGGAGG 180
niski Dwia TTTACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAGG 148
niski_Dwlc TTTACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAGG 149
HERRRKBRRERRLRKENEREREE RRHARER KRR REER RERXRRKAR KRR R RERERRR
niski pwib ATCCCACCGGAGCTCOGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 240
niski_Dwla ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 208
niski_Dwilc ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 209
SR SR KR R SR SR R ROR SR SR SRR R HOROR SR SR SRR OR SKOR SRR KRR HOJOR S HOR SRR RS OKSROR SOR SRR
niski Dwib CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTAGTGAGCCTGAATCACTTGGATTTG 300
niski_Dwla CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTRGTGAGCCTGAATCACTTGGATTTG 268
niski_Dwic CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTRGTGAGCCTGAATCACTTGGATTTG 269
s s R o R R ROR SR SRR R ORR SRR IO RORSOR K HOKR R HOTOR S OR SR R OR SOR SOR SRk
niski_Dwib TCGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCGGGAATCTCAAGCATCTCATG 360
niski_Dwla TCGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCGGGAATCTCAAGCAGCTCCTG 328
niski Dwic TCGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCGGGAATCTCAAGCAGCTCCTG 329
o e o o o R R R R R R O OB KRR KRR RORHOR KRR OROR R
o @
niski_Dwib AGGTTGGCGA----------~ 370
niski Dwia AGGTTGGCGCTCTTCTTCAAA 349
niski bwic AGGTTGGCGCTCTTCTTCAAC 3508

Rk R KRR R

Rys. 4 . Zestawienia wielosekwencyjne amplikondw z form niskich wygenerowane w
programie Clustal Omega. Gwiazdkami oznaczono dwa potencjalnie zamaskowane SNP.

wysoki Dwlb GGGCCCGMCTGGMTGAGCAGCTCACCGGTGTCCTGCCGCCGGAGTTGTCCGGGATGLGLC 60
wysoki Dwla =~ --------momieoooooooo GGGCCTCCHWCCGYGCTGTCGGGATGCGCCA 30
wysoki_Dwlc TGGGCCTCCWCCGYGCTGTCGGGATGCGCCA 31
ok R R kEEE ¥ =
wysoki Dwlb AGATGCGTGAATTTGGCACATCATCGAACAAACTCACCGGTCAGATTCCACCGGCTTTAT 120
wysoki Dwla GATGCGTGAGATTTGGCAYATCRTCSAACAAACTCACCGGTCAGATTCCACCGGCTTTRT 9@
wysoki_Dwlc GATGCGTGAGATTTGGCAYATCRTCSAACAAACTCACCGGTCAGATTCCACCGGCTTTRT 91
BEERERREK KEE KR KERERRRRKEKEERRKRRRRRERERRKKEKERRE K
wysoki Dwib TTACGAGCTGGCCAGAGCTCGTATCATTCCAAGTGCAGAACAACTCGTTTTCAGGGAGGA 180
wysoki_Dwla TYACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAGGA 150
wysoki_Dwlc TYACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAGGA 151

HOREERRKEEERRCORRRRE R R R R KRR EORE ROORR R R R R R R R KR Rk

wysoki_Dwilb TCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAATC 240
wysoki_Dwla TCCCACCGGAGCTCOGCAAGGCASCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAATC 210
wysoki Dwlc TCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCASCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAATC 211
EERKERREEERR AR RERREEE R R RRR R R RN R R R R R R R R KRR R
wysoki_Dwilb TTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTAGTGAGCCTGAATCACTTGGATTTGT 300
wysoki_Dwla TTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTRGTGAGCCTGAATCASTTGGATTTGT 270
wysoki Dwlc TTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTRGTGAGCCTGAATCASTTGGATTTGT 271

s e o R SO R R SR R R R R SRR R SRR R R R R R R SRR O SRR SOROR R R R

wysoki_Dwilb CGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCGGGAATCTCAAGCATCTCATGA 360
wysoki Dwla CGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCGGRAATCTCAAGCAGCTCCTGA 330
wysoki Dwilc CGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCGGRAATCTCAAGCAGCTCCTGA 331
st ok s R R R SR RO S OROR SRR R R R R R R R RO kR R R
b
wysoki Dwlb GGTTGGCGA------------ 369
wysoki Dwla GGTKGGCGCTCTTCTTCAAAA 351
wysoki_Dwlc GGTKGGCGCTCTTCTTCAAC- 351

s EEEE

Rys. 5. Zestawienia wielosekwencyjne amplikondéw z form wysokich wygenerowane w
programie Clustal Omega. Gwiazdkami oznaczono dwa potencjalnie zamaskowane SNP.



CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

niski Dwib GMSCAGGAAWRGKMTGAACAGCTCACCGGTGTCCTGLCGCCGRAGTTGTCCGGGATGLGC 60
wysoki Dwilb -GGEGECCCEMCTGGMTGAGCAGCTCACCGGTGTCCTGCCGLCGRAGTTGTCCGGGATGLGC 59
niski Dwla =~ —-----mmmmmimeo GGGCEGLGCGEEGRETTGTCGGAATGCGCC 29
niski Dwlc = —--emmmmmm oo TGGGCGGCGCGGGRGTTGTCGGAATGLGLL 30
wysoki Dwla = —-m-mmmieemoeeeoooooo GGGCCTCCWCCGYGCTGTCGGGATGCGCC 29
wysoki_Dwlc —  -------mmeeoi—oo—oooo o TGGGCCTCCWCCGYGCTGTCGGGATGCGLC 30
* ¥ R EEEE R %
niski_Dwlb CAGATGCGTGAATTTGGCACATCATCGAACAAACTCACCGGTCAGATTCCACCGGCTTTA 120
wysoki_Dwlb CAGATGCGTGAATTTGGCACATCATCGAACAAACTCACCGGTCAGATTCCACCGGCTTTA 119
niski_Dwla AGATGCG-TGAATTTGGCAYATCATCGAACAAACTCACCGGTCAGATYCCACCGGCTTTA 88
niski_Dwlc AGATGCG-TGAATTTGGCAYATCATCGAACAAACTCACCGGTCAGATYCCACCGGCTTTA 892
wysoki_Dwla AGATGCGTGAGATTTGGCAYATCRTCSAACAAACTCACCGGTCAGATTCCACCGGCTTTR 82
wysoki_Dwlc AGATGCGTGAGATTTGGCAYATCRTCSAACAAACTCACCGGTCAGATTCCACCGGCTTTR 90

HACKEHEMER MR HE R EERNEERE R R R R R R R R R R R

niski Dwib TTTACGAGCTGGCCAGAGCTCGTATCATTCCAAGTGCAGAACAACTCGTTTTCAGGGAGE 186
wysoki Dwlb TTTACGAGCTGGCCAGAGCTCGTATCATTCCAAGTGCAGAACAACTCGTTTTCAGGGAGG 179
niski Dwila TTTACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAGG 148
niski_Dwilc TTTACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAGG 149
wysoki_Dwla TTYACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAGE 149
wysoki_Dwlc TTYACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAGE 156

FE OERFRRRRRRERRERRRRY RRRRRRKRRRRRRERRE RRRRERRRERRRRRRRERRREE

niski_Dwilb ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 240
wysoki_Dwlb ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 239
niski_Dwla ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 208
niski_Dwlc ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 209
wysoki Dwla ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCASCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 209
wysoki Dwlc ATCCCACCGOAGCTCGGCAAGGCASCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 210

HERKERRRRKEREERRRRERREREE HRRKRRRRRE R R R R R R R R R R R R R R R R R R R Rk

niski_Dwilb CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTAGTGAGCCTGAATCACTTGGATTTG 3e0
wysoki_Dwlb CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTAGTGAGCCTGAATCACTTGGATTTG 299
niski_Dwla CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTRGTGAGCCTGAATCACTTGGATTTG 268
niski_Dwilc CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTRGTGAGCCTGAATCACTTGGATTTG 269
wysoki_Dwla CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTRGTGAGCCTGAATCASTTGGATTTG 269
wysoki Dwlc CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTRGTGAGCCTGAATCASTTGGATTTG 270
REREKRRERKRRRRRR R R KRR ERRRRRER KRR RRERE RRRRRRKRRRRRER RRkRRRkRERR
niski_Dwib TCGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCGGGAATCTCAAGCATCTCATG 368
wysoki_Dwlb TCGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCGGGAATCTCAAGCATCTCATG 359
niski_Dwla TCGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCGGGAATCTCAAGCAGCTCCTG 328
niski_Dwilc TCGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCGGGAATCTCAAGCAGCTCCTG 329
wysoki_Dwla TCGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCGGRAATCTCAAGCAGCTCCTG 329
wysoki_Dwlc TCGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCGGRAATCTCAAGCAGCTCCTG 330
ERRRERERRR R RO R RN R R R R RORRORRR R KRR RRRRREREER RRE RR
0w

niski_Dwilb AGGTTGGCGA------------ 37@ 2 1
wysoki_Dwlb AGGTTGGCGA------------ 369

niski_Dwila AGGTTGGCGCTCTTCTTCAAA- 349

niski Dwilc AGGTTGGCGCTCTTCTTCAAC- 35@

wysoki Dwla AGGTKGGCGCTCTTCTTCAAAA 351

wysoki Dwilc AGGTKGGCGCTCTTCTTCAAC- 351

sEEE RERE

Rys. 6. Zestawienia wielosekwencyjne wszystkich uzyskanych amplikonéw wygenerowane w
programie Clustal Omega. Gwiazdkami oznaczono dwa potencjalnie zamaskowane SNP.

Dodatkowo wykonano zestawienia dla wszystkich szesciu sekwencji, na ktorych
umieszczono analizowane markery 4344398, 3604723 oraz 3610345 (rys. 7-9). Otrzymane
zestawienia przeanalizowano pod katem identyfikacji potencjalnych réznic migdzy forma niska
a wysoka w okolicach miejsca restrykcyjnego enzymu Pstl. Na podstawie analizy uzyskanych
wynikow zidentyfikowano jeden potencjalny SNP roznicujacy forme niskg od wysokiej,
ktorego lokalizacje w obrebie wszystkich analizowanych sekwencji przedstawia rys. 10.



wysoki_Dwla CAGATGCGTGAGATTTGGCAYATCRTCSAACAAACTCACCGGTCAGATTCCACCGGCTTT 88

wysoki_Dwlc CAGATGCGTGAGATTTGGCAYATCRTCSAACAAACTCACCGGTCAGATTCCACCGGCTTT 89
niski_bwib CAGAT-GCGTGAATTTGGCACATCATCGAACAAAC TCACCGGTCAGATTCCACCGGCTTT 119
wysoki_Dwlb CAGAT -GCGTGAATTTGGCACATCATCGAACAAACTCACCGGTCAGATTCCACCGGCTTT 118
niski Dwila CAGAT-GCGTGAATTTGGCAYATCATCGAACAAACTCACCGGTCAGATYCCACCGGCTTT 87
niski_bwic CAGAT-GCGTGAATTTGGCAYATCATCGAACAAAC TCACCGGTCAGATYCCACCGGCTTT B8
iy ——————"—"""—_————- CGGCTTT 7
RERERERE

wysoki_Dwla RTTYACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAG 148
wysoki_Dwic RTTYACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAG 149
niski_Dwib ATTTACGAGCTGGCCAGAGCTCGTATCATTCCAAGTGCAGAACAACTCGTTTTCAGGGAG 179
wysoki_Dwlb ATTTACGAGCTGGCCAGAGCTCGTATCATTCCAAGTGCAGAACAACTCGTTTTCAGGGAG 178
niski_bwia ATTTACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAG 147
niski_Dwlc ATTTACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAG 148
3604723 rev ATTCACGAGCTGECCAGAGCTCATATCATTCCAACTGCA - - -~ === == == === ===~ a6

EEEEECEEROREOENENRRNE NRENEERRERR REES

Rys. 7. Lokalizacja markera 3604723 na zestawieniu wielosekwencyjnym. Podkresleniem
zaznaczono cze$¢ miejsca restrykcyjnego rozpoznawanego przez enzym Pstl. Gwiazdka
oznaczono potencjalny SNP réznicujacy forme niska od wysokiej.

niski Dwla TTTACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAGG 148
niski Dwilc TTTACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAGG 149
wysoki_Dwla TTYACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAGG 149
wysoki_Dwlc TTYACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAGG 150
4344398 0 mmmmemem e TGCAGAATAACTCGTTTTCTGGAAGG 26
niski Dwib TTTACGAGCTGGCCAGAGCTCGTATCATTCCAAGTGCAGAACAACTCGTTTTCAGGGAGG 180
wysoki_Dwlb TTTACGAGCTGGCCAGAGCTCGTATCATTCCAAGTGCAGAACAACTCGTTTTCAGGGAGG 179

EREE Rk RREEREEREERER KR kEkk

niski Dwila ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 208
niski Dwilc ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGLCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 209
wysoki_Dwla ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCASCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 209
wysoki_Dwlc ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCASCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 210
4344398 ATCCCACCG- - - - mmm s m s oo e e e 35
niski Dwib ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 240
wysoki_Dwlb ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 239

REREER I REK

Rys. 8 Lokalizacja markera 4344398 na zestawieniu wielosekwencyjnym. Podkresleniem
zaznaczono cz¢$¢ miejsca restrykcyjnego rozpoznawanego przez enzym Pstl. Gwiazdka
0znaczono potencjalny SNP réoznicujacy forme niskg od wysokie;j.

niski_Dwilb ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 240
wysoki_Dwlb ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 239
wysoki_Dwla ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCASCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 209
wysoki Dwlc ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCASCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 210
niski_bwila ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 208
niski_Dwilc ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 209
3618345_rev. ------------ CTCGGCAAGGCAACCAAGCTGAAAATCCTGAATCTCTTCCGCAACAAC 48
SR KR R R RRROR K OR SR OR R R KRR ORGSR HORKRROR K HOKR R R
niski_Dwilb CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTAGTGAGCCTGAATCACTTGGATTTG 3ee
wysoki_Dwlb CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTAGTGAGCCTGAATCACTTGGATTTG 299
wysoki Dwla CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTRGTGAGCCTGAATCASTTGGATTTG 269
wysoki Dwlc CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTRGTGAGCCTGAATCASTTGGATTTG 270
niski_bwila CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTRGTGAGCCTGAATCACTTGGATTTG 268
niski_bDwic CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTRGTGAGCCTGAATCACTTGGATTTG 269
3610345 _rev CTTGTCGECTCTATCCCTGCA- === === s s o s o e oo m e oo oo 69

e A e R o R e R R R R R R R

Rys. 9. Lokalizacja markera 3610345 na zestawieniu wielosekwencyjnym. Podkresleniem
zaznaczono cze$¢ miejsca restrykcyjnego rozpoznawanego przez enzym Pstl.



CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

niski Dwilb GMSCAGGAAWRGKMTGAACAGCTCACCGGTGTCCTGCCGCCGGAGTTGTCCGGGATGCGC 60
wysoki Dwlb -GGGCCCGMCTGGMTGAGCAGCTCACCGGTGTCCTGCCGCCGGAGTTGTCCGGGATGCGC 59
niski Dwla ~ @ -------ommmmimem e GGGECGGCGCGEGERGTTGTCGGAATGCGCC 29
niski Dwlc = —------mmmmmmmee oo TGGGCGGCGCGGERETTGTCGGAATGLCGCC 30
wysoki Dwla ~  ----------mmmmmmmme o GGGCCTCCWCCGYGCTGTCGGGATGCGLC 29
wysoki DWlC —  —--mmmmmm e TGGGCCTCCWCCAYGCTGTCGGGATGLGCC 30
L R OHRHEE A *
niski Dwilb CAGATGCGTGAATTTGGCACATCATCGAACAAACTCACCGGTCAGATTCCACCGGCTTTA 120
wysoki Dwlb CAGATGCGTGAATTTGGCACATCATCGAACAAACTCACCGGTCAGATTCCACCGGCTTTA 119
niski Dwla AGATGCG-TGAATTTGGCAYATCATCGAACAAACTCACCGGTCAGATYCCACCGGCTTTA 88
niski Dwilc AGATGCG-TGAATTTGGCAYATCATCGAACAAACTCACCGGTCAGATYCCACCGGCTTTA 89
wysoki Dwla AGATGCGTGAGATTTGGCAYATCRTCSAACAAACTCACCGGTCAGATTCCACCGGCTTTR 89
wysoki Dwlc AGATGCGTGAGATTTGGCAYATCRTCSAACAAACTCACCGGTCAGATTCCACCGGCTTTR 20
HHEEREEREE HEE O RE RERERREEHEREHERERERREEER HOREERRERERE
niski Dwib TTTACGAGCTGGCCAGAGCTCGTATCATTCCAAGTGCAGAACAACTCGTTTTCAGGGAGG 186
wysoki Dwlb TTTACGAGCTGGCCAGAGCTCGTATCATTCCAAGTGCAGAACAACTCGTTTTCAGGGAGG 179
niski Dwla TTTACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAGG 148
niski Dwlc TTTACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAGG 149
wysoki Dwla TTYACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCGTTTTCAGGGAGG 149
wysoki Dwlc TTYACGAGCTGGCCAGAGCTCRTATCATTCCAAGTGCARAACAACTCATTTTCAGGGAGG 150
R R RR KRR R R RO ***************ia*********************
niski Dwib ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 248
wysoki Dwlb ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 239
niski_Dwla ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 208
niski Dwlc ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 209
wysoki Dwla ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCASCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 209
wysoki Dwlc ATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCASCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAACAAT 216
i R R SRR HOROIOROR ORI SRORIOI 3 RO R R R R SR R SOOI R R ORI R OO R R K
niski Dwib CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTAGTGAGCCTGAATCACTTGGATTTG 300
wysoki Dwilb CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTAGTGAGCCTGAATCACTTGGATTTG 299
niski Dwila CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTRGTGAGCCTGAATCACTTGGATTTG 268
niski Dwic CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTRGTGAGCCTGAATCACTTGGATTTG 269
wysoki Dwla CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTRGTGAGCCTGAATCASTTGGATTTG 269
wysoki Dwlc CTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCGACCTRGTGAGCCTGAATCASTTGGATTTG 270
ook OB R SRR R K RO R R OR OR R R ORROR O RORORRORR R R R RRORORROR R ROR R R RO OB ROR R OR K
niski Dwilb TCGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCGGGAATCTCAAGCATCTCATG 360
wysoki Dwilb TCGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCGGGAATCTCAAGCATCTCATG 359
niski Dwla TCGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCAQGGAATCTCAAGCAGCTCCTG 328
niski Dwic TCGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCGGGAATCTCAAGCAGCTCCTG 329
wysoki Dwla TCGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCGGRAATCTCAAGCAGCTCCTG 329
wysoki Dwlc TCGGTGAACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTCGTTCGGRAATCTCAAGCAGCTCCTG 336

HEREEREEE R R R R R R R R R R R R R R R R R Rk R Rk Rk R REE RE

niski_bwib AGGTTGGCGA------------ 370
wysoki_Dwlb AGGTTGGCGA------------ 369
niski Dwila AGGTTGGCGCTCTTCTTCAAA- 349
niski Dwilc AGGTTGGCGCTCTTCTTCAAC- 358

wysoki Dwla
wysoki Dwilc

AGGTKGGCGCTCTTCTTCAAAA 351
AGGTKGGCGCTCTTCTTCAAC- 351

EE 3 2 i

Rys.10 Zestawienie wielosekwencyjne z zaznaczonym potencjalnym SNP (wskazanym
gwiazdka) r6znicujgcym forme niskg od wysokie;j.

Whnioski
1. Uzyskane markery DArT sprzezone z cecha znajduja si¢ w obrebie sekwencji
oznaczonej Aegilops tauschii subsp. tauschii receptor-like protein 12
(LOC109767969), transcript variant X2.



2. Amplifikacja PCR z wykorzystaniem staretrow specyficznych dla sekwencji
markeréw sprzezonych z cechg kartfowato$ci nie wykazata r6znic w dtugosci
produktow.

3. Uzyskane SNP réznicujace badane sekwencje moga wskazywac na potencjalne
roznice specyficzne dla analizowanych form réznigcych si¢ wysokoscia.

Mierniki dla tematu badawczego 4 (podaé w tabeli)

Lp.

Warto$¢ miernika Warto$¢ miernika

miernik® - )
podana w opisie zrealizowana

Liczba markeréw poddanych konwersji 3 3
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