
 

 

SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE 
z realizacji zadania na rzecz postępu biologicznego w produkcji roślinnej w 2019 roku 

 

 

A. INFORMACJE OGÓLNE  

Tytuł zadania - Wytwarzanie nowych źródeł genetycznych pszenżyta w oparciu o krzyżowanie 

oddalone 

Numer zadania (w załączniku nr 8 do rozporządzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015 r. w sprawie stawek 

dotacji przedmiotowych dla różnych podmiotów wykonujących zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. Nr 91, poz. 595, z późn. zm.)) - 17 

Planowany okres realizacji zadania: 2019 

Planowane nakłady w zł: 48 240 

 

B. DANE WNIOSKODAWCY 

 

Imię i nazwisko osoby reprezentującej jednostkę badawczą, tytuł lub stopień naukowy, stanowisko, nazwa 

i adres jednostki badawczej, telefon, fax) 

Prorektor ds. Nauki, Wdrożeń i Współpracy Międzynarodowej 

prof. dr hab. Zbigniew Grądzki  

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie 

ul. Akademicka 13 

20-950 Lublin 

tel. (+ 81) 445-68-68 

 

 

 

Nr zadania 

 

17 



C. INFORMACJA O WYKONAWCACH 

1. Zespół badawczy 

Kierownik zadania 

imię i nazwisko stopień i tytuł naukowy miejsce zatrudnienia 

Justyna Leśniowska-Nowak dr UP w Lublinie 

Wykonawcy zadania 

imię i nazwisko stopień i tytuł naukowy miejsce zatrudnienia 

Michał Nowak dr UP w Lublinie 

Sylwia Okoń dr UP w Lublinie 

Magdalena Sozoniuk dr UP w Lublinie 

Aleksandra Nucia dr UP w Lublinie 

Aneta Koroluk mgr inż UP w Lublinie 

Magdalena Kawęcka mgr inż. UP w Lublinie 

Karolina Różaniecka  inż. UP w Lublinie 

 

2. Kierownik zadania (imię, nazwisko, tytuł lub stopień naukowy, adres do korespondencji, telefon bezpośredni i do 

sekretariatu jednostki organizacyjnej zatrudniającej kierownika zadania, e-mail kierownika;  telefon do oraz dane osoby, 

z którą można się kontaktować w razie nieobecności kierownika zadania) 

 

dr Justyna Leśniowska-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 Michał Nowak – tel. 81 445 69 01, 784 099 589 

 
 

D. OPIS ZADANIA 

1. Cele zadania  

Lp. Cel (zgodnie ze szczegółowym opisem na dany rok) 
Czy cel został zrealizowany 

(tak/nie1/częściowo1) 

1 

Uzyskanie mieszańców wstecznych (BC2) w wyniku 

krzyżowania roślin pokolenia BC1 uzyskanych z krzyżowania 

wstecznego mieszańców F1 otrzymanych z krzyżowania 

kozieńców z pszenicą oraz pszenżytem 

TAK 

2 

Analiza wysokości oraz podstawowych komponentów plonu 

roślin populacji F2 pochodzącej z krzyżowania wysokiej 

linii żyta 541 z  karłową linią 84A/1 
TAK 

3 
Zwiększenie wydajności uzyskiwania mieszańców oddalonych 

poprzez zastosowanie opracowanej metodyki embryo rescue. 
TAK 

4 
Konwersja markerów DArT uzyskanych dla populacji 

CZR876/01×CZR891/01 
TAK 

 

2. Harmonogram realizacji zadania 

Harmonogram realizacji zadania należy sporządzić w tabeli, dla każdego z planowanych tematów badawczych 

z uwzględnieniem ilości planowanych testów/prób/linii na których prowadzone będą badania. Proszę podać koszty realizacji 

poszczególnych tematów badawczych.  

 

Proszę wyróżnić etapy (tematy badawcze), określić czas ich trwania w miesiącach od rozpoczęcia projektu i przewidywane 

koszty. Terminy realizacji tematów badawczych mogą się zazębiać. Suma kosztów tematów badawczych musi być równa 

całkowitemu kosztowi zadania. 

 

                                                 
1 Jeśli dotyczy – proszę opisać pod tabelą, w jakim stopniu cel został osiągnięty i podać przyczyny  



Lp. Nazwa tematu badawczego 

Termin rozpoczęcia – 

zakończenia realizacji 

tematu badawczego w 

miesiącach od rozpoczęcia 

realizacji zadania 

Przewidywane 

koszty realizacji 

tematu 

badawczego 

1 
Uzyskiwanie mieszańców poprzez krzyżowanie 

(kastrowanie i zapylanie) roślin 
5-12  28 240 

2 Ocena zmienności cech w mieszańcach 1-12 12 000 

3 
Izolacja uzyskanych zarodków i prowadzenie kultur in 

vitro 
6-12 2 000 

4 Analizy molekularne uzyskanych mieszańców 1-12 6 000 

Razem 48 240 

UWAGA: Nie są tematami badawczymi czynności techniczne służące wykonaniu zadania np. zakup materiałów, utrzymanie roślin 
w szklarni, opracowanie statystyczne wyników, opracowanie raportów i sprawozdań.  

 

3. Opis tematów badawczych (należy sporządzić opis dla tematów badawczych wymienionych w tabeli powyżej; 

kolejność zgodnie z tabelą powyżej) 

3.1 Temat  badawczy 1: Uzyskiwanie mieszańców poprzez krzyżowanie (kastrowanie i 

zapylanie) roślin. 

Cel tematu badawczego 1 

Celem zadania 1 było uzyskanie mieszańców wstecznych (BC2) w wyniku krzyżowania roślin 

pokolenia BC1 otrzymanych z krzyżowania kozieńców z pszenicą i pszenżytem oraz 

jednokrotnego krzyżowania z odmianą uprawną. 

Materiały i metody (opisać jak w publikacji) 

W bieżącym sezonie wegetacyjnym do wykonania potencjalnych krzyżowań 

wysadzonych zostało 11 kombinacji mieszańców BC1, a także wysiano 13 odmian pszenżyta. 

Ponadto wysiane zostały linie i odmiany pszenicy w liczbie 22. 

Wybrane formy wysiewane były na poletkach 2-rzędowych, w siewie gęstym, 

rzutowym (około 300 ziarniaków na m2). Rozstawa rzędów wynosiła 20 cm.  

Tuż przed kwitnieniem na poletkach doświadczalnych kastrowane były kwiaty w 

kłosach roślin przeznaczonych na formy mateczne. Kastracja wykonana była metodą manualną. 

Z każdego kłoska usunięte zostały środkowe kwiaty, a z pozostałych, bocznych kwiatów 

usunięto po trzy niedojrzałe pylniki. Na wykastrowany kłos założono izolator. Następnie na 

dojrzałe znamię słupka nanoszono pyłek z roślin przeznaczonych na formę ojcowską. 

 

Schemat krzyżowań planowanych na rok 2019 Liczba kombinacji 

Mieszańce BC1 × odmiana    50 

 

Wyniki 

Wszystkie krzyżowane kłosy poddane były ocenie pod kątem liczby zawiąznych 

ziarniaków oraz wykastrowanych kwiatów. Na podstawie tych danych obliczona została 

zdolność kombinacyjna poszczególnych form wyrażona w %. 

Dla każdego mieszańca oddalonego obliczono zdolność kombinacyjną w 

krzyżowaniach wstecznych z pszenżytem wg wzoru: liczba zawiązanych ziarniaków/liczba 

wykastrowanych kwiatów*100. Zdolność kombinacyjna wahała się od 0% do 64% dla 

mieszańców oddalonych. 

  



Tab. 1 Kombinacje krzyżówkowe wykonane w ramach zadania 

Lp. Kombinacja krzyżówkowa 
Liczba 

kwiatów 

Liczba 

ziarniaków 

Zdolność 

kombinacyjna 

1 [(54×Bokolo)/1 × Bokolo] × Bokolo 32 2 6% 

2 [(54×Bokolo)/2 × Bokolo] × Bokolo 34 1 3% 

3 [(54×Bokolo)/3 × Bokolo] × Bokolo 34 3 9% 

4 [(54×Bokolo)/4 × Bokolo] × Bokolo 34 0 0% 

5 [(54×Bokolo)/5 × Bokolo] × Bokolo 32 0 0% 

6 [(54×Bokolo)/6 × Bokolo] × Bokolo 34 0 0% 

7 [(Ae52×Baltiko)/1 × Baltiko] × Baltiko 28 9 32% 

8 [(Ae52×Baltiko)/2 × Baltiko] × Baltiko 20 2 10% 

9 [(Ae52×Baltiko)/3 × Baltiko] × Baltiko 24 1 4% 

10 [(Ae52×Baltiko)/4 × Baltiko] × Baltiko 20 7 35% 

11 [(Ae52×Baltiko)/5 × Baltiko] × Baltiko 20 0 0% 

12 [(Ae52×Baltiko)/6 × Baltiko] × Baltiko 24 0 0% 

13 [(Ae52×Baltiko)/7 × Baltiko] × Baltiko 20 0 0% 

14 [(Leontino×Ae78) × Baltiko] × Baltiko 40 35 88% 

15 [(Leontino×Ae78) × Baltiko] × Baltiko 28 18 64% 

16 [(Leontino×Ae78) × Baltiko] × Baltiko 36 14 39% 

17 [(Lombardo×Ae45) × Lombardo] × 

Baltiko 
20 1 

5% 

18 [(Meloman×Ae89)/1 × Meloman] × 

Meloman 
28 1 

4% 

19 [(Meloman×Ae89)/2 × Meloman] × 

Meloman 
28 1 

4% 

20 [(Meloman×Ae89)/3 × Meloman] × 

Meloman 
20 2 

10% 

21 [(Tomko×Ae87)/1 × Bokolo] × Meloman 24 1 4% 

22 [(Tomko×Ae87)/2 × Bokolo] × Bokolo 34 1 3% 

23 [(Tomko×Ae87) × CH/1] × Bokolo 30 2 7% 

24 [(Tomko×Ae87) /1× Tomko] × Tomko 28 2 7% 

25 [(Tomko×Ae87)/2 × Tomko] × Meloman 24 1 4% 

26 [(Tomko×Ae87)/3 × Tomko] × Meloman 24 4 17% 

27 [(Ae156 × Tomko) × Pizarro] × Tomko 28 3 11% 

28 [(Ae156 × Tomko) × Tomko] × Tomko 34 0 0% 

29 [(Ae87 × Tomko) × Pizarro] × Meloman 32 0 0% 

30 [(Ae125×Lombardo)/1 × Lombardo] × 

Lombardo 
36 3 

8% 

31 [(Ae125×Lombardo)/2 × Lombardo] × 

Lombardo 
36 3 

8% 

32 [(Ae125×Lombardo)/3 × Lombardo] × 

Lombardo 
36 0 

0% 

33 [(Ae128×Lombardo)/1 × Alzo] × 

Lombardo 
32 7 

22% 

34 [(Ae128×Lombardo)/2 × Alzo] × 

Lombardo 
32 5 

16% 

35 [(Ae128×Lombardo)/3 × Alzo] × Alzo 32 0 0% 

36 [(Ae128×Lombardo)/4 × Alzo] × Alzo 32 0 0% 

37 [(Sekret×Ae87) × Sekret/1] × Sekret 24 1 4% 

38 [(Tomko×Ae87) × Tomko] × Bokolo 24 1 4% 



39 [(Algroso×Ae102) × Algoso]/1 × 

Leontino 
24 5 

21% 

40 [(Algoso×Ae102) × Algoso]/1 × Leontino 28 6 21% 

41 [(Algoso×Ae102) × Algoso]/2 × Leontino 30 0 0% 

42 [(Algoso×Ae102) × Algoso]/3 × Leontino 24 0 0% 

43 [(Meloman × Ae89) × Meloman] × 

Leontino 
24 1 

4% 

44 [(Meloman×Ae83) × Sekret]/1 × Sorento 20 1 5% 

45 [(Meloman×Ae83) × Sekret]/2 × Sorento 20 0 0% 

46 [(Meloman×Ae89) × Meloman]/1 × 

Meloman 
20 1 

5% 

47 [(Meloman×Ae89) × Meloman]/2 × 

Meloman 
20 1 

5% 

48 [(Tomko×Ae89) × Meloman]/1 × Bokolo 20 1 5% 

49 [(Tomko×Ae89) × Meloman]/2 × Bokolo 20 1 5% 

50 [(Tomko×Ae89) × Meloman]/3 × Bokolo 36 1 3% 

 

Obliczono również zdolność kombinacyjną dla wszystkich odmian i rodów pszenżyta, 

które były wykorzystywane w krzyżowaniu mieszańców. Wahała się ona od 13% dla 

odmiany Baltiko do 3% dla Bokolo i Sorento (Rys. 1). 

 

Rys. 1 Zdolność kombinacyjne odmian i rodów pszenżyta w krzyżowaniu z mieszańcami 

oddalonymi pszenżyta. 

 
 

W ramach zadania obliczono również zdolność kombinacyjną dla mieszańców 

pokolenia BC1. Wahała się ona od 64% dla mieszańca (Leontino x Ae78) × Baltiko do 0% dla 

mieszańców (Ae156 × Tomko) × Tomko i (Tomko × Ae89) × Meloman (Rys. 2). 
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Rys.2 Zdolność kombinacyjna dla mieszańców oddalonych pszenżyta w krzyżowaniu 

wstecznym. 

 
 

Wnioski 

1. Zdolność kombinacyjna mieszańcw wstecznych różniła się w zależności od kombinacji. 

2. Gatunki z rodzaju Aegilops, ze względu na możliwość krzyżowania zarówno z pszenicą, 

jak i z pszenżytem, stanowią cenne źródło genetyczne możliwe do wykorzystania w 

pracach mających na celu poszerzenie zmienności genetycznej tych zbóż na drodze 

krzyżowań oddalonych. 

 

Ocena szans na osiągnięcie założonego celu, ocena istniejącego ryzyka 

Liczba zaplanowanych krzyżowań zależna jest od warunków atmosferycznych, w związku z 

czym może ona podlegać zmianie (zakładana fluktuacja ± 5%). 

 

Mierniki dla tematu badawczego 1 (podać w tabeli) 

Lp. miernik2 
Wartość miernika 

podana w opisie  

Wartość miernika 

zrealizowana  

1 
Liczba wykonanych kombinacji 

krzyżówkowych. 
50 50 

 

4.2 Temat  badawczy 2: Ocena zmienności cech w mieszańcach  

 

Celem zadania 2 jest analiza wysokości oraz podstawowych elementów plonu mieszańców 

oddalonych z kozieńcami 

 

Materiały i metody (opisać jak w publikacji) 

 

 Przedmiot badań stanowić będą pojedyncze rośliny mieszańcowe populacji F2 uzyskane 

w wyniku krzyżowania wysokiej linii wsobnej żyta 541 z karłowym mutantem 84A/1 oraz 

formy rodzicielskie (Tab. 2).  

Tab. 2. Formy przeznaczone do oceny laboratoryjnej 

                                                 
2 Podać miernik – np. ilość testów, prób, badanych genotypów etc. 
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Kombinacja 

krzyżówkowa 
Liczba analizowanych 

roślin mieszańcowych 
Formy rodzicielskie 

Liczba analizowanych 

roślin rodzicielskich 

541×84A/1 25 541 25 

  84A/1 25 

 

Ocenie fenotypowej poddano pędy główne wszystkich roślin w fazie dojrzałości pełnej. 

Ocenie laboratoryjnej poddano następujące elementy: 

- długość pędu głównego [cm], 

- długość osadki kłosowej [cm], 

- liczba kłosków w kłosie głównym, 

- zbitość kłosa głównego, 

- liczba ziarniaków w kłosie głównym, 

- masa ziarniaków z kłosa głównego [g], 

- płodność kłoska (liczba ziarniaków przypadających na kłosek kłosa głównego), 

- masa 1000 ziarniaków [g]. 

  

Zbitość kłosa głównego, płodność kłoska oraz masę 1000 ziarniaków obliczono za pomocą 

wzorów: 

 

 Zbitość kłosa głównego = 
𝑙𝑖𝑐𝑧𝑏𝑎 𝑘ł𝑜𝑠𝑘ó𝑤 𝑤 𝑘ł𝑜𝑠𝑖𝑒 𝑔łó𝑤𝑛𝑦𝑚−1

𝑑ł𝑢𝑔𝑜ść 𝑜𝑠𝑎𝑑𝑘𝑖 𝑘ł𝑜𝑠𝑜𝑤𝑒𝑗 𝑘ł𝑜𝑠𝑎 𝑔łó𝑤𝑛𝑒𝑔𝑜 [𝑑𝑚]
 

 

 Płodność kłoska = 
𝑙𝑖𝑐𝑧𝑏𝑎 𝑧𝑖𝑎𝑟𝑛𝑖𝑎𝑘ó𝑤 𝑤 𝑘ł𝑜𝑠𝑖𝑒 𝑔łó𝑤𝑛𝑦𝑚

𝑙𝑖𝑐𝑧𝑏𝑎 𝑘ł𝑜𝑠𝑘ó𝑤 𝑤 𝑘ł𝑜𝑠𝑖𝑒 𝑔łó𝑤𝑛𝑦𝑚
 

 

 Masa 1000 ziarniaków = 
𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑧𝑖𝑎𝑟𝑛𝑖𝑎𝑘ó𝑤 𝑧 𝑘ł𝑜𝑠𝑎 𝑔łó𝑤𝑛𝑒𝑔𝑜 ×1000

𝑙𝑖𝑐𝑧𝑏𝑎 𝑧𝑖𝑎𝑟𝑛𝑖𝑎𝑘ó𝑤 𝑤 𝑘ł𝑜𝑠𝑖𝑒 𝑔łó𝑤𝑛𝑦𝑚
 

 Analizy statystyczne wykonane były z wykorzystaniem programu Statistica 13.1. Do 

określenia istotności różnic pomiędzy średnimi grupowymi w układzie analizy wariancji 

zastosowany został test post-hoc HSD Tukey’a przy poziomie istotności α = 0,05. 

Analiza statystyczna wysokości roślin mieszańcowych i form rodzicielskich wykazała, 

że forma karłowa 84A/1 była istotnie niższa zarówno od mieszańców jak i wysokiego 

komponentu rodzicielskiego. Mieszańce miały pośrednią wysokość istotnie niższą od rodu 541 

i istotnie wyższą od rodu 84A/1. Analiza długości kłosa głównego wykazała, że kłos karłowej 

formy był istotnie krótszy aniżeli kłos form mieszańcowych i rodu wysokiego. Pod względem 

długości kłosa mieszańców i roślin formy 541 nie stwierdzono statystycznie istotnych różnic. 

Wykazano natomiast, że liczba kłosków w kłosie głównym jest istotnie wyższa jedynie u form 

wysokich w porównaniu z mieszańcami i rodem karłowym. Najwyższą liczbę ziarniaków w 

kłosie miały rośliny mieszańcowe. Liczba ta była istotnie wyższa od liczby ziarniaków u 

matecznej formy 541. Nie różniła się natomiast od formy ojcowskiej. Mieszańce F2 

charakteryzowały się ponadto masą ziarniaków z kłosa, która była istotnie wyższa od obu form 

rodzicielskich. Pod względem zbitości kłosa oraz MTZ nie stwierdzono istotnych różnic 

pomiędzy mieszańcami a formami rodzicielskimi. Wykazano natomiast , że płodność kłoska w 

mieszańcach była istotnie wyższa w porównaniu z rodem 541 (Tab. 3).  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. 3.  Istotność różnic dla podstawowych  komponentów plonu uzyskanych dla mieszańców 

Kombinacja krzyżówkowa 
Wysokość 

[cm] 

Dł. Kłosa 

[cm] 

L. kłosków 

w kłosie 

L. 

ziarniaków w 

kłosie 

Masa 

ziarniaków w 

kłosie 

[g] 

Zbitość kłosa 
Płodność 

kłoska 
MTZ 

541x84A/1 100,13a 12,24a 27,55a 51,05a 1,58a 2,36a 2,09a 29,43a 

541 131,60b 12,53a 34,20b 38,93ab 1,08b 2,68a 1,17b 29,23a 

84A/1 52,53c 9,1b 23,93a 37,07b 0,92b 2,73a 1,53ab 23,03a 



 

 Wnioski 
 

1. Formy mieszańcowe wykazywały istotnie wyższą masę ziarniaków z kłosa w 

porównaniu do form rodzicielskich  

2. Krzyżowanie nie powodowało redukcji ani wzrostu MTZ w pokoleniu F2 

3. Mieszańce charakteryzowały się istotnie wyższą liczbą ziarników z kłosa 

głównego 
 

Mierniki dla tematu badawczego 2 (podać w tabeli) 

Lp. miernik3 
Wartość miernika 

podana w opisie  

Wartość miernika 

zrealizowana  

1 Liczba fenotypowanych roślin 75 75 

 

4.3 Temat  badawczy 3: Izolacja uzyskanych zarodków i prowadzenie kultur in vitro. 

Cel tematu badawczego  

Celem zadania 3 było zwiększenie wydajności uzyskiwania mieszańców międzyrodzajowych 

pszenicy i pszenżyta z kozieńcami poprzez zastosowanie techniki ratowania zarodków. 

Materiały i metody (opisać jak w publikacji) 

Mieszańce pokolenia BC1 zostały wykastrowane, a następnie zapylone pyłkiem 

pobranym z roślin odmian uprawnych. Spośród wszystkich wykonanych kombinacji 

krzyżówkowych, z 20 pobrano zarodki i przekazano do kultur in vitro. Zarodki były pobierane 

w okresie pomiędzy 18 a 21 dniem po zapyleniu. Pobrane zarodki były sterylizowane przez 2 

minuty za pomocą 70% etanolu. W kolejnym kroku wszystkie ziarniaki zostały przepłukane 

trzykrotnie w wodzie destylowanej. 

Tak przygotowane zarodki mieszańcowe poddawano procedurze ratowania zarodków 

(embryo rescue) w warunkach kultury in vitro. W tym celu przenoszono je na pożywkę MS z 

dodatkiem hydrolizatu kazeiny. W pierwszym etapie (5 dni) przetrzymywano je w ciemności 

w temperaturze 25ºC. Po tym czasie skiełkowane zarodki umieszczono w laboratorium kultur 

in vitro przy fotoperiodzie 16/8. Uzyskane roślinki przesadzono do doniczek w celu ich 

adaptacji do środowiska, a następnie do warunków polowych. 

 

Wyniki 

Do rozwoju w kulturach in vitro przekazano 10 zarodków (Tab. 4). Pozostałe ziarniaki 

zostały wysiane bezpośrednio do ziemi. Spośród wyłożonych 10 zarodków uzyskano 5 roślin 

Daje to wydajność na poziomie 50%. 

 

Lp. Kombinacja z pszenżytem 
L. 

zarodków 

L. 
 roślin 

1 (54×Bokolo)/1 × Bokolo × Bokolo 1 0 

2 (54×Bokolo)/2 × Bokolo × Bokolo 1 0 

3 (Ae125×Lombardo)/1 × Lombardo × Lombardo 1 0 

4 (Ae128×Lombardo)/1 × Alzo × Lombardo 1 1 

5 (Ae52×Baltiko)/1 × Baltiko × Baltiko 1 1 

6 (Ae52×Baltiko)/4 × Baltiko × Baltiko 1 0 

7 (Leontino×Ae78) × Baltiko × Baltiko 1 1 

                                                 
3 Podać miernik – np. ilość testów, prób, badanych genotypów etc. 



8 (Tomko×Ae87)/3 × Tomko × Meloman 1 1 

9 [(Algoso×Ae102) × Algoso]/1 × Leontino 1 0 

10 [(Meloman×Ae83) × Sekret]/1 × Sorento 1 1 

  10 5 

Tab. 4. Kombinacje krzyżówkowe przekazane do Embryo Rescue. 

 

Wnioski 

1. Zastosowanie techniki ratowania zarodków umożliwiło zwiększenie wydajności 

uzyskiwania mieszańców międzyrodzajowych 

 

Mierniki dla tematu badawczego 3 (podać w tabeli) 

Lp. miernik4 
Wartość miernika 

podana w opisie  

Wartość miernika 

zrealizowana  

1 

Liczba kombinacji krzyżówkowych z 

których zarodki będą przeznaczone do 

kultur in vitro 

10 10 

 

4.4 Temat badawczy 4: Analizy molekularne uzyskanych mieszańców. 

Cel tematu badawczego 

 

Celem tematu była konwersja markerów sprzężonych z genem karłowatości 

zmapowanym na chromosomie 5R pszenżyta w populacji CZR876/01×CZR891/01 

Spośród uzyskanych uprzednio markerów DArT wybrano 3 wykazujące największe 

sprzężenie z cechą (Tab. 5). Sekwencje wybranych markerów zblastowano względem 

sekwencji zgromadzonych w bazie NCBI dla rodziny Poaceae - zastosowano algorytmy 

blastn i megablast.  

 

Tab. 5. Markery DArT poddane analizie przy pomocy narzędzia BLAST.  
marker  sekwencja  

3045942 TGCAGAGGGATAGAGCCATTGAACATGTTGCTGCCGAGGTCGAGCGAGCGCAGCCGCGAGAAGCTTGCC 

4344398 TGCAGAATAACTCGTTTTCTGGAAGGATCCCACCG 

4348428 TGCAGTTCGGCGACCTCTCCGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACCGATCTCGTATGC 

3604723 TGCAGTTGGAATGATATGAGCTCTGGCCAGCTCGTGAATAAAGCCG 

3619640 TGCAGCAGCCTGAAAACAGAGCTCCCATCAGATACAGAACTTGGCAATTCTAACACGAAGATGTTCCGA 

3610345 TGCAGGGATAGAGCCGACAAGGTTGTTGCGGAAGAGATTCAGGATTTTCAGCTTGGTTGCCTTGCCGAG 

3615774 TGCAGTTCAGCCCGTCCCCGACCCACCACGGCCGTTGTTCTTGTCCACCGACGCTGGTAGAGTTCCGAG 

4354040 TGCAGCGTGTGGTGCTGCTGAGATCGCCCACCGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACC 

8511729 TGCAGCTTGTCGGCGTCGGCGTACGCGAAGTCGAACGCGCCGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAAT 

 

Do sekwencji obejmującej markery różnicujące zaprojektowano po 3 pary starterów 

(Tab. 7). Mieszanina reakcyjna o objętości 15 µl zawierała: 1 × bufor do PCR (10 mM Tris pH 

8.8, 50 mM KCl, 0.08% Nonidet P40) (Thermo Scientific), 60 ng genomowego DNA, 160 µM 

każdego z dNTP-ów, 5,3 pM startera, 1,2 mM MgCl2 oraz 0,5 U Taq DNA Polymerase (Thermo 

Scientific). Reakcje były przeprowadzone na termocyklerze T1 Biometra zgodnie z cyklem 

zawartym w Tab. 6. 

 

                                                 
4 Podać miernik – np. ilość testów, prób, badanych genotypów etc. 



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

Etap 
Temperatura 

(°C) 
Czas Liczba cykli 

Wstępna 

denaturacja 
95 2 min x 1 

Denaturacja 94 30 sek 

x 30 Annealing 56 30 sek 

Elongacja 72 30 sek 

Końcowa 

elongacja 
72 7 min x 1 

  

Otrzymane produkty amplifikacji rozdzielono elektroforetycznie na 2% żelu 

agarozowym zawierającym 0.01% bromku etydyny w buforze 1×TBE (89 mM Tris-borate, 2.5 

mM EDTA). Rozdział będzie prowadzony przy napięciu 120 V przez 4h. 

 

Wyniki 

Spośród rekordów uzyskanych dla testowanych markerów wybrano sekwencję 

XM_020326708.1 pochodzącą z Aegilops tauschii subsp. tauschii, w obrębie której algorytmy 

megablast oraz blastn zidentyfikowały cztery markery DArT (ryc. 1.). W obrębie początkowej 

części sekwencji zlokalizowano marker 3045942, w obrębie środkowej części sekwencji 

zlokalizowano trzy markery (3604723, 4344398 oraz 3610345), które były skupione obok 

siebie (Rys. 3). 

Rys. 3. Markery DArT zlokalizowane przez program BLAST w obrębie sekwencji 

XM_020326708.1. Kolorem wyróżniono poszczególne markery: 3045942; 4344398; 3604723; 

3610345. 

CTACCAGCCCTCGCCGTGCTCGACCTCAACGATAACAACATCGGCGGCACCATCCCCACGAGCCTCTCGC 

GGCTGCGCTCCCTCGCCGCGCTCGACCTCGGCAGCAACTCGTTGAGTGGCTCCATCCCGCCACAGCTCGG 

CGACCTCTCCGGCCTCGTCGACCTCCGCCTCTACAACAACAACCTCACCGGCGACATCCCGCATCAGCTC 

AGCAGGCTCCCCAGGATCGCGCACCTCGACCTCGGCTCCAACTACCTCACCAACCAGCAGGACTACCGCA 

GGTTCACGCCCATGCCCACCGTCACCTTCCTCTCGCTGTACCTGAACTACCTCAACGGCAGTTTCCCGGA 

GTTCATCCTCAAAAGCGGCAACATCACCTACCTCGACCTGTCGCAGAACACTCTCTCTGGACCAATACCG 

GACTCGCTGCCGGAGAACCTCCCCAACCTCATGTACCTCAACCTGTCCATCAATGCCTTCTCCGGGCGGA 

TACCAACGTCGCTGTCGAAGCTGTCGAAGCTCCAGGACCTGCGGGTTAGCAACAACAATCTGACGGGTGG 

AATCCCCGAGTTCCTTGGTTCCATGTCCCAGCTGAGGGGTCTTGAACTCGGCAGCAACCCGCTCGGCGGA 

TCGATCCCGCCAGTTCTCGGCCGGCTCGAAATGCTACAGCGCCTTGACATCATGAACGCCGGGTTGGTTT 

CCACTATTCCACCCGAGTTGGGCAATCTTGGCAATGTCAATTCCATGGAACTAGACATGAACCAGCTCAC 

CGGTGTCCTGCCGCCGGAGTTGTCCGGGATGCGCCAGATGCGTGAATTTGGCATACCATCGAACAAACTC 

ACCGGTCATATTCCACCGGCTTTATTTACGAGCTGGCCAGAGCTCATATCATTCCAAGTGCAGAACAACT 

CGTTTTCAGGGAGGATCCCACCGGAGCTCGGCAAGGCAGCCAAGCTGAAAATCCTGTATCTCTTCAGCAA 

CAATCTTGTCGGCTCTATCCCTGCAGAGCTGGGCAAGCTAGTGAGACTGGAACAGTTGGATTTGTCGGTC 

AACTCTCTCACGGGACCGATCCCCAGCTTGCTCGGGAATCTCAAGCATCTCATGAGGTTGGCGCTCTTCT 

TCAACCGGCTCACTGGCATGATCCCACTGGAGATCGGCAACATGACGGCATTGCAAGTCTTGGACCTCAA 



CACCAACAGTTTGGAAGGTGAGCTGCCCGCCACCATCACATCGCTCAGGAATCTCCAATACCTTGCCCTG 

TTTGACAACAACTTCAATGGTACCATACCGCCGGACCTCGGGAAGGGGCTGATCTTAACCGATGTGAGTT 

 

Do dalszej analizy wybrano markery 4344398, 3604723 oraz  3610345. W celu 

przedłużenia ich sekwencji zaprojektowano 3 pary starterów amplifikujące fragmenty 

sekwencji, w obrębie których zidentyfikowano w/w markery DArT. Zaprojektowane pary 

starterów podano w tabeli 7. 

 

Tab. 7. Pary starterów użyte do wydłużenia sekwencji markerów DArT (4344398, 3604723, 

3610345) zidentyfikowanych w obrębie sekwencji XM_020326708.1.  

Lp. Nazwa Sekwencja 5’-3’ Wielkość produktu 

1. 
Dw1aF 

Dw1aR 

AGACATGAACCAGCTCACCG 

TTGAAGAAGAGCGCCAACCT 
372 pz 

2. 
Dw1bF 

Dw1bR 

TGGGCAATCTTGGCAATGTC 

CGCCAACCTCATGAGATGCT 
395 pz 

3. 
Dw1cF 

Dw1cR 

TAGACATGAACCAGCTCACCG 

GTTGAAGAAGAGCGCCAACC 
374 pz 

 

Ponieważ przeprowadzone reakcje początkowo nie dały satysfakcjonujących wyników 

przeprowadzono optymalizację warunków PCR. Do optymalizowanych czynników należały 

stężenie starterów, stężenie matrycy oraz temperatura annealingu. Po wybraniu optymalnych 

warunków, przeprowadzono reakcje PCR na DNA wyizolowanym z form rodzicielskich 

CZR876/01 (niski) oraz CZR891/01 (wysoki). Na żelu agarozowym nie stwierdzono różnić w 

długości produktów, dlatego amplikony poddano sekwencjonowaniu w celu identyfikacji 

potencjanych SNP. 

Przeanalizowano w następnej kolejności zestawienia wielosekwencyjne wygenerowane 

przez program ClustalOmega pochodzące z porównania sekwencji uzyskanych dla form 

rodzicielskich (niski x wysoki) przy pomocy zaprojektowanych par starterów. Przeprowadzono 

analizę każdego z otrzymanych zestawień w celu identyfikacji potencjalnych miejsc 

pozwalających odróżnić formę wysoką od niskiej. Ze szczególnym uwzględnieniem 

przeanalizowano nukleotydy zdegenerowane (kod IUPAC). Nie znaleziono miejsc 

jednoznacznie różniących formę niską od wysokiej. Wykryte różnice na początkach 

analizowanych zestawień uznano za błędy powstałe podczas sekwencjonowania. 

W celu ujawnienia potencjalnych błędów sekwencjonowania, które mogłyby maskować 

SNP odróżniające formę niską od wysokiej zestawiono razem trzy sekwencje wygenerowane 

dla formy niskiej (rys. 4), trzy sekwencje wygenerowane dla formy wysokiej (rys. 5) oraz 

wszystkie sześć sekwencji (rys. 6). Pozwoliło to na zidentyfikowanie dwóch potencjalnych 

SNP w obrębie analizowanych sekwencji.  



 
Rys. 4 . Zestawienia wielosekwencyjne amplikonów z form niskich wygenerowane w 

programie Clustal Omega. Gwiazdkami oznaczono dwa potencjalnie zamaskowane SNP. 

 
Rys. 5. Zestawienia wielosekwencyjne amplikonów z form wysokich wygenerowane w 

programie Clustal Omega. Gwiazdkami oznaczono dwa potencjalnie zamaskowane SNP. 



 
Rys. 6. Zestawienia wielosekwencyjne wszystkich uzyskanych amplikonów wygenerowane w 

programie Clustal Omega. Gwiazdkami oznaczono dwa potencjalnie zamaskowane SNP. 

  

Dodatkowo wykonano zestawienia dla wszystkich sześciu sekwencji, na których 

umieszczono analizowane markery 4344398, 3604723 oraz 3610345 (rys. 7-9). Otrzymane 

zestawienia przeanalizowano pod kątem identyfikacji potencjalnych różnic między formą niską 

a wysoką w okolicach miejsca restrykcyjnego enzymu PstI. Na podstawie analizy uzyskanych 

wyników zidentyfikowano jeden potencjalny SNP różnicujący formę niską od wysokiej, 

którego lokalizację w obrębie wszystkich analizowanych sekwencji przedstawia rys. 10.   



 
Rys. 7. Lokalizacja markera 3604723 na zestawieniu wielosekwencyjnym. Podkreśleniem 

zaznaczono część miejsca restrykcyjnego rozpoznawanego przez enzym PstI. Gwiazdką 

oznaczono potencjalny SNP różnicujący formę niską od wysokiej. 

 
Rys. 8 Lokalizacja markera 4344398 na zestawieniu wielosekwencyjnym. Podkreśleniem 

zaznaczono część miejsca restrykcyjnego rozpoznawanego przez enzym PstI. Gwiazdką 

oznaczono potencjalny SNP różnicujący formę niską od wysokiej. 

 

 
Rys. 9. Lokalizacja markera 3610345 na zestawieniu wielosekwencyjnym. Podkreśleniem 

zaznaczono część miejsca restrykcyjnego rozpoznawanego przez enzym PstI.  

 



 
Rys.10 Zestawienie wielosekwencyjne z zaznaczonym potencjalnym SNP (wskazanym 

gwiazdką) różnicującym formę niską od wysokiej. 

 

Wnioski 

1. Uzyskane markery DArT sprzężone z cechą znajdują się w obrębie sekwencji 

oznaczonej Aegilops tauschii subsp. tauschii receptor-like protein 12 

(LOC109767969), transcript variant X2. 



2. Amplifikacja PCR z wykorzystaniem staretrów specyficznych dla sekwencji 

markerów sprzężonych z cechą karłowatości nie wykazała różnic w długości 

produktów. 

3. Uzyskane SNP różnicujące badane sekwencje mogą wskazywać na potencjalne 

różnice specyficzne dla analizowanych form różniących się wysokością. 

 

 
Mierniki dla tematu badawczego 4 (podać w tabeli) 

Lp. miernik5 
Wartość miernika 

podana w opisie  

Wartość miernika 

zrealizowana  

1 Liczba markerów poddanych konwersji 3 3 
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