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OPIS ZADANIA
1. Cele zadania
. . . Czy cel zostal zrealizowany
Lp. Cel (zgodnie ze szczegélowym opisem na dany rok) (tak/nie!/czesciowo!)
Uzyskanie profilu markerow DArT dla genotypow pszenzyta
1 .. A TAK
wchodzacych w sktad populacji mapujacej RIL.
) Ocena efektu heterozji mieszancow pokolenia F; uzyskanych TAK

w poprzednim sezonie wegetacyjnym.

! Jesli dotyczy — prosze opisaé pod tabelg, w jakim stopniu cel zostal osiggniety i podaé przyczyny




2. OpiS tematow badawczych (nalezy sporzqdzi¢ opis dla tematow badawczych wymienionych w tabeli powyzej;
kolejnos¢ zgodnie z tabelg powyzej)

2.1. Temat badawczy 1: Genotypowanie populacji mapujacych RIL.
Cel tematu badawczego 1

Celem tematu badawczego w roku 2020 byto uzyskanie preparatoéw DNA z przeznaczeniem do
analiz technika DArT dla jednej populacji mapujacej RIL sktadajacych si¢ ze 170 osobnikow, a
nastepnie ich wysyltka do firmy Diversity Array Technology Ltd. i analiza otrzymanych wynikow.

Materialy i metody

Material ro§linny w zadaniu stanowita uzyskana wczesniej i bedaca w dyspozycji zespotu
realizujacego projekt populacja mapujaca rekombinowanych linii wsobnych (RIL) pszenzyta pokolenia
S6. DNA z przeznaczeniem do analiz technikg DArT izolowano ze $wiezych lisci badanych roslin.
Ziarniaki analizowanych genotypoéw wyktadano na wilgotng bibule na szalkach Petriego, a nastepnie po
7 dniach pobrano $wieze liscie. Po pobraniu material roslinny zamrazano w cieklym azocie i
wykonywano procedure izolacji DNA.

Do izolacji DNA wykorzystano komercyjny zestaw odczynnikow oparty na oczyszczaniu
kwasu nukleinowego na ztozu w kolumienkach. Wyizolowane preparaty DNA poddane zostaly ocenie
jakosciowej 1 ilosciowej za pomoca spektrofotometru NanoDrop 2000, jak roéwniez analizie
integralnosci przy uzyciu elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym. W kolejnym etapie wszystkie
preparaty DNA doprowadzono do jednakowego stezenia 100 ng/ul i przestano do firmy Diversity Array
Technology Ltd. w celu wykonania genotypowania technikg DArT.

Wyniki

W pierwszym etapie realizacji zadania dokonano przeksztatcenia i usystematyzowania zestawu
danych otrzymanych z Diversity Arrays Technology do formatu pliku wsadowego, umozliwiajacego
wykonanie procedury mapowania z wykorzystaniem dedykowanego oprogramowania.

W wyniku przeprowadzonych analiz uzyskano 23 228 markerow silicoDArT specyficznych dla
poszczegblnych genotypow populacji Se¢ pszenzyta. W obrebie tych markerow zidentyfikowano 6 844
markery SNP.

Srednia warto$¢ PIC dla wszystkich analizowanych prob wynosila 0,392, natomiast warto$é
wspolczynnika heterozygotyczno$ci wyniosta 0,133. Statystyczne podsumowanie najwazniejszych
charakterystyk dla analizowanej populacji RIL zaprezentowano w tabeli 1.

Tabela. 1. Dane statystyczne dla mapowania genetycznego populacji RIL pokolenia F.
TM - catkowita liczba markerow; SM — markery szkieletowe; LL — dlugo$¢ grupy sprzgzen; TM/cM — liczba
marker6w na cM.

Sum | Av/Chr | Max | Min
TM |[18111| 862.4 | 1435|120
SM 1785 85 108 | 21

LL 2288 109 | 178.2|58.8
TM/eM | 0.13 0.13 | 0.42 |0.08

Dyskusja

Polimorfizm markeréw DArT wynika z wystgpowania polimorfizméw pojedynczych
nukleotydow (SNP) oraz insercji/delecji (INDEL) zarowno w obrgbie sekwencji rozpoznawanych przez
enzymy restrykcyjne, jak i w obrebie fragmentow restrykcyjnych (White i in. 2008).

Warto$¢ $rednia wspotczynnika PIC (Polymorphic Information Content) uzyskana dla
wszystkich badanych prob wynosita 0,392. Warto$¢ ta byta analogiczna do uzyskanych dla uprzednio
analizowanych w projekcie (w latach 2017-2018) 2 innych populacji RIL, wynoszacych odpowiednio
0,375 1 0,402. Uzyskana warto$¢ nie odbiega roéwniez od warto$ci tego wspotczynnika podawanej dla
pszenzyta ozimego w zrodtach literaturowych (m.in. Badea i in. 2011, Alheit i in. 2013, Niedziela i in.
2016). Uzyskana warto$¢ wspoélczynnika PIC potwierdza, ze analiza zrdéznicowania genetycznego



analizowanych form w oparciu o uzyskane markery DArT charakteryzuje si¢ wysokim stopniem
wiarygodnosci.

Dla analizowanej populacji RIL stwierdzono niski wspotczynnik heterozygotycznos$ci
wynoszacy 0,133, ktoérego wartos$¢ byta nieznacznie wyzsza od wspotczynnikdéw uzyskanych dla dwoch
uprzednio scharakteryzowanych populacji (odpowiednio 0,120 1 0,112). Niska warto$¢ wspotczynnika
jest wartoscig oczekiwang, co zwigzane jest z faktem, iz analizowana populacja byta populacja linii
wsobnych uzyskiwanych przez wielokrotne samozapylenie majace na celu wyréwnanie materiatu i
zwigkszenie poziomu homozygotycznosci badanych genotypow.

Whioski

1. Poziom polimorfizmu uzyskany w badaniach wlasnych w oparciu o markery DArT jest
wystarczajacy dla pewnej i wiarygodnej oceny zréznicowania genetycznego analizowanych
genotypOw pszenzyta 0zimego.

2. Wspotczynnik heterozygotycznosci uzyskany w wyniku genotypowania technikag DArT dla
badanej populacji RIL cechuje si¢ relatywnie niska wartoscig, co potwierdza wysoki stopien
wyrownania genetycznego form sktadajacych si¢ na badang populacj¢ i jej przydatnos¢ do
wykorzystania w projekcie.

Mierniki dla tematu badawczego 1 (podaé w tabeli)

Warto$¢ miernika Wartos¢
Lp. Miernik? podana w opisie miernika
zadania zrealizowana
Liczba genotypow z populacji RIL ze zdefiniowanym
1 . 170 170
profilem markeréw DArT

2.2. Temat badawczy 2: Krzyzowanie wybranych w zad. 6 genotypow, ocena mieszancow F; i
oszacowanie efektu heterozji.

Cel tematu badawczego 2

Celem tematu badawczego w roku 2020 byta ocena plonowania mieszancow Fi uzyskanych na
drodze krzyzowania ze sobg genotypow charakteryzujacych si¢ najwigkszym zrdéznicowaniem
genetycznym, oszacowanym na podstawie analizy markerow DNA zlokalizowanych na poszczegdlnych
chromosomach pszenzyta oraz oszacowanie efektu heteroz;i.

Materialy i metody

Metodyka zadania badawczego byta analogiczna do metodyki wykorzystanej dla pierwszego
zestawu mieszancow, ktore analizowano w roku 2018. Badane mieszance oraz odpowiednie formy
rodzicielskie wysiano na poletka do$wiadczalne o powierzchni 1 m? przy gestosci wysiewu 350
ziarniakéw/m?. Doéwiadczenie polowe zatozono w gospodarstwie do§wiadczalnym Felin Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie.

Efekt heterozji zostal oszacowany na podstawie oceny plonu z jednostki powierzchni, ktéra
zostata wykonana w warunkach do$wiadczenia polowego. Plon mieszancow F; oceniano zard6wno w
poréwnaniu ze $rednig warto$cig dla obu form rodzicielskich (mid-parent, MPH), jak rowniez wzgledem
formy rodzicielskiej o lepszych parametrach (best-parent, BPH). Wartosci wspotczynnikow MPH oraz
BPH wyrazono w formie procentowej wykorzystujac nastgpujace formuty:

2 Podaé miernik — np. ilo$¢ testow, prob, badanych genotypdw etc.
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gdzie;

MPH - efekt heterozji mid-parent;

MP — sredni plon obu form rodzicielskich;

BPH — efekt heterozji best-parent;

BP — plon formy rodzielskich o wyzszym plonowaniu.

Uzyskane wyniki, po opracowaniu, zestawione zostaly z wynikami doswiadczenia dla
pierwszego zestawu mieszancow celem analizy porOwnawczej.

Wyniki

Analiza efektu heterozji uzyskanego z wykorzystaniem markeréw ulokowanych na réznych
chromosomach pszenzyta potwierdzita dotychczasowe wnioskowanie, ze lokalizacja chromosomowa
markeréw na podstawie ktorych okreslano dystans genetyczny pomiedzy formami rodzicielskimi
wykorzystanymi do krzyzowan ma istotny wptyw na uzyskany efekt heterozji. Wartosci wspotczynnika
MPH dla badanych form wahaty si¢ w zakresie od -96% przy zastosowaniu markerow zlokalizowanych
na chromosomie 6A do +96% przy zastosowaniu do projektowania formuly krzyzowania markerow
zlokalizowanych na chromosomie 4R. Dla efektu BPH wartos$ci te wyniosty -98% dla chromosomu 6A
i +130% dla chromosomu 3B. Dodatkowo uzyskane wyniki poréwnano z wynikiem uzyskanym przy
wykorzystaniu do szacowania dystansu genetycznego ogolnej puli markerowej, niezaleznie od
lokalizacji chromosomowej i wykazano, ze wybor form w oparciu o ogdélng pulg markerow nie pozwolit
na uzyskanie efektu heterozji, a plon formy mieszancowej byt nizszy o 37% od sredniego plonu form
rodzicielskich i 0 61% od plonu formy o lepszych parametrach (Tab. 2, Rys. 1).

Tabela 2. Wartosci efektu heterozji mid-parent (MPH) i best-parent (BPH) dla badanych form
mieszancowych uzyskanych w wyniku krzyzowania form najbardziej oddalonych genetycznie,
wytypowanych na podstawie markerow DArTseq zlokalizowanych na poszczegdlnych chromosomach
pszenzyta.

Chromosom Kombinacja krzyzéwkowa MPH BPH
1A DC 07064-16 x BOH_2207-3 20% -2%
2A L-203 x DL 643/09 7% 0%
3A B-262 x L-205 37% 0%
4A MAHD 35081-7 x DL_402/11 -5% -13%
5A DL 26/13 x BOH_2039-2 24% 21%
6A BOH_1684-2 x LAD 21/11 -96% -98%
7A BOH_2039-2 x CT 08221/08 29% 0%
1B DL 678/12 x DANKO_12 95% 34%
2B B-210 x DANKO_11 81% 66%
3B MAH 34985-5 x DS 4043/13 76% 130%
4B BOH_1439-8 x MAHD 35188-16 63% 33%
5B DC_007063/03 x DS._4211/11 -15% -43%
6B DC_08220-4 x DANKO_8 18% 15%
7B B-47 x DL_593/11 9% -7%




1R cD 175/08 x DS_4211/11 19% -4%
2R DL 593/07 x DD_333/09 40% 4%
3R DT_270/11 x BOH_1439-5 3% 9%
4R MAH 34964-2 x CT 08006/12 96% 57%
5R CT 08006/12 x L-207 22% 0%
6R B-263 x CT 10104-74 -16% -42%
7R DD_293/11 x DC 07004-4 30% 4%

Ogétem cD 197/08 x BOH_1684-2 -37% 61%

MPH M BPH

140%
105%

70%

35% I I
-35% I I

-70%

-105%

1A 2A 3A 4A 5A 6A 7A 1B 2B 3B 4B 5B 6B 7B 1R 2R 3R 4R 5R 6R 7ROgdlem
Rys. 1. Wykres efektu MPH oraz BPH uzyskanego dla badanych form mieszancowych wybranych z
uwzglednieniem lokalizacji chromosomowej markeréw DArTseq.

Porownanie uzyskanych wynikéw z wynikami z roku 2018 wykazalo, ze w przypadku
predykcji wystapienia efektu heterozji w oparciu o markery zlokalizowane na 5 chromosomach: 5A,
1B, 2B, 3B i 4R uzyskany efekt byt analogiczny i potwierdzit wystgpienie tego efektu. W przypadku
markerow zlokalizowanych na chromosomie 6R oraz markeréow reprezentujacych ogélng pule
markerowg, réwniez uzyskano wyniki analogiczne do wynikow z roku 2018, z tym, ze w tych
przypadkach plon mieszancow byt znacznie nizszy niz uzyskany dla form rodzicielskich. Dla markerow
zlokalizowanych na pozostaltych chromosomach uzyskano w wigkszosci przypadkoéw wyniki rozbiezne
pmiedzy dwoma latami realizowanych badan. Zestawienie wynikéw uzyskanych w obu latach
doswiadczen zaprezentowano w tabeli 3.

Tabela 3. Zestawienie wartosci efektu heterozji mid-parent (MPH) i best-parent (BPH) dla badanych
form mieszancowych uzyskanych w wyniku krzyzowania form najbardziej oddalonych genetycznie,
wytypowanych na podstawie markerow DArTseq zlokalizowanych na poszczegélnych chromosomach
pszenzyta w dwoch latach doswiadczen.

Rok badan 2018 2020
Chromosom MPH BPH MPH BPH
1A 6% -3% 20% -2%
2A 20% 7% 7% 0%
3A -23% -36% 37% 0%
4A 57% 47% -5% -13%




5A 129% 111% 24% 21%
6A 110% 62% -96% -98%
7A 7% -4% 29% 0%
1B 52% 14% 95% 34%
2B 105% 75% 81% 66%
3B 89% 71% 76% 130%
4B -8% -18% 63% 33%
5B 20% 20% -15% -43%
6B 24% 21% 18% 15%
7B -12% -18% 9% 7%
1R 32% 8% 19% -4%
2R 13% -16% 40% 4%
3R 48% 44% 3% -9%
4R 75% 67% 96% 57%
5R 18% -13% 22% 0%
6R -28% -38% -16% -42%
7R 24% 20% 30% 4%
Ogétem -11% -11% -37% -61%
Dyskusja

Wyniki dotychczasowych badan nad zjawiskiem heterozji u pszenzyta wskazuja, ze efekt ten
moze waha¢ si¢ w szerokich granicach. Pomimo podejmowanych prob, nie udato si¢ dotychczas
opracowac skutecznego sposobu wyboru form rodzicielskich, ktory umozliwitby pewng i skuteczng
predykcje wystapienia tego zjawiska (Martin i in. 1995, Bohn i in. 1999). Wedtug dotychczasowych
badan $rednie warto$ci wspotczynnika MPH dla plonu mieszancow Fi pszenzyta ksztattowaty si¢ w
granicach od ok. -12% do prawie +40%, natomiast dla wspotczynnika BPH wynosity od. ok. -21% do
prawie +25% (m.in. Yildirim i in. 2014, Miihleisen i in. 2015, Ferrari i in. 2018). W ramach badan
wykonanych w projekcie uzyskane wyniki znacznie przekraczaly podane wartosci, co
najprawdopodobniej wynika z faktu, ze sa to wyniki uzyskane w skali laboratoryjnej na poletkach o
niewielkiej powierzchni. W celu walidacji uzyskanych wynikéw niezbedne jest przeskalowanie
doswiadczenia na wigksze poletka, gdzie rosliny rosty beda w zréznicowanych warunkach srodowiska.

Dotychczasowe badania nad predykcja heterozji opieraja si¢ zazwyczaj na zatozeniu, ze
prawdopodobienstwo uzyskania efektu heterozji rosnie wraz ze wzrostem zroznicowania genetycznego
form rodzicielskich (Bertan i in. 2009). Niemniej jednak, dotychczasowe prace badawcze prowadzone
dla pszenzyta wykonywane byly na ogdlnej puli markerowej i nie daty odpowiedzi na pytanie o
zalezno$¢ pomiedzy poziomem heterozji, a zréznicowaniem genetycznym form rodzicielskich (Goral i
in. 2005, Orlovskaya i in. 2013).

Zaproponowane w projekcie podejScie pozwolito na potwierdzenie zatozonej hipotezy
roboczej, ze analiza oparta na markerach lokalizujgcych si¢ na konkretnych chromosomach pozwala na
duzo bardziej precyzyjna predykcje wystagpienia zjawiska heterozji w pokoleniu F;. Porownanie
wynikoéw uzyskanych w dwoch latach doswiadczen dowodzi jednakze, ze wybor regionéw genomu do
tego rodzaju prac musi by¢ poprzedzony badaniami pozwalajacymi na selekcje lokalizacji dajgcych
stabilne wyniki. W ramach projektu wytypowano 5 lokalizacji chromosomowych markeréw, na
podstawie ktorych uzyskano stabilng predykcje efektow MPH i BPH. W przypadku pozostalych
chromosomoéw, poréwnanie wynikow pomiedzy latami do§wiadczen wykazalto, ze byly one niestabilne
lub nawet skrajnie r6znigce si¢ (np. dla chromosomow 4A, 6A czy 5B). Wynik ten moze sugerowac
istnienie w genomie pszenzyta regionow, ktorych zroznicowanie genetyczne pomigdzy formami
rodzicielskimi determinuje predyspozycj¢ do wystapienie zjawiska heterozji.



Whioski

1. Lokalizacja chromosomowa markerow na podstawie ktorych okreslano dystans genetyczny
pomiedzy formami rodzicielskimi wykorzystanymi do krzyzowan miata istotny wplyw na
uzyskany w mieszancach efekt heteroz;i.

2. Analiza zréznicowania genetycznego badanych form pszenzyta w oparciu o markery
zlokalizowane na chromosomach 5A, 1B, 2B, 3B i 4R pozwolita na predykcje wystapienia
efektu heterozji w obu latach badan.

3. Analiza zréznicowania genetycznego badanych form pszenzyta w oparciu o og6lng pule
markerowg nie pozwolita na predykcje wystapienia efektu heterozji w obu latach badan, a plon
mieszancow byt nizszy niz form rodzicielskich.

4. Uzyskane wyniki sugeruja istnienie w genomie pszenzyta regionow, ktorych zréznicowanie
genetyczne pomigdzy formami rodzicielskimi determinuje predyspozycje do wystapienie
zjawiska heteroz;ji.

5. Zaprezentowane podejscie polegajace na wyborze komponentéw rodzicielskich na podstawie
analizy zrdéznicowania genetycznego w oparciu o markery zlokalizowane na 5 w/w
chromosomach pszenzyta powinno by¢ zwalidowane w doswiadczeniach polowych
prowadzonych na wigkszej powierzchni i w zréznicowanych warunkach $rodowiska.

Mierniki dla tematu badawczego 2 (podaé w tabeli)

Warto$¢ miernika Wartos¢
Lp. Miernik® podana w opisie miernika
zadania zrealizowana
1 Liczba genotypow mieszancowych ocenionych 21 21
pod katem MPH i BPH

3. Planowana prezentacja wynik()w badan (poda¢ w tabeli - nalezy wymieni¢ konferencje, na ktérych

zaprezentowano wyniki i/lub wymieni¢ publikacje, przygotowane i przyjete do druku w trakcie realizacji zadania w danym
roku).

Prezentacja wynikéw na konferencjach

Liczba prezentacji podana | Liczba prezentacji

Lp. Konferencja Prezentacja’ ) . .
w opisie zadania zrealizowana
Breeding: the key to innovative solutions
1 EUCARPIA 21* General Congress poster 2 0

(Niderlandy)

Publikacje w monografiach/czasopismach recenzowanych

Liczba publikacji podana w | Liczba publikacji

Lp. Monografia/Czasopismo Publikacja’ . . ;
opisie zadania zrealizowana
1 Agronomy publikacja 1 0
(ISSN 2073-4395) oryginalna

Jesli ktorys z miernikow nie zostat zrealizowany nalezy podac przyczyny.

Wyjasnienie:

Planowana prezentacja wynikow na miedzynarodowej konferencji naukowej nie doszla do skutku, ze wzgledu na
sytuacje zwigzang z epidemiq COVID-19, ktora uniemozliwita organizacje konferencji.

Planowana publikacja naukowa jest obecnie w koncowej fazie przygotowywania, jednakze ze wzgledu na fakt, ze

do jej ukonczenia niezbedny jest komplet wynikow z roku biezgcego nie zostata dotychczas ztozona w czasopismie.
Planowany czas ztozenia publikacji w czasopismie to I kwartat 2021 r.

3 Podaé miernik — np. ilo$¢ testow, prob, badanych genotypdw etc.
4 Podaé, czy chodzi o wyklad plenarny, doniesienie konferencyjne czy poster.
5 Podag, czy chodzi o publikacje oryginalng, czy np. polemika, list do edytora, rozdziat w monografi etc.



4. Adres, pod ktorym wyniki badan sa dostepne na stronie internetowej wnioskodawcy:

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

5. Miernik zadania — stopien realizacji

Wartos$é
L Miernik miernika Warto$¢ miernika Stopien realizacji
p- podana w opisie zrealizowana zadania
zadania
1 2 3 4 5
Temat badawczy 1
Liczba genotypow z populacji RIL ze
I zdefiniowanym profilem markerow DArT 170 170 1,00
Temat badawczy 2
21 Llczl?a genotypow mleszancquch 21 21 1,00
ocenionych pod katem MPH i BPH
SREDNIA 1,00
% REALIZACJI o
ZADANIA 100,0%
Sporzgdzono:

Lublin, 15.12.2020 r.




