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Cele projektu

» Ofrzymywanie pierwotnych form pszenzyta w wyniku krzyzowania pszenicy
Zwyczajnej i zyta uprawnego w celu wstepnej analizy zmian zachodzgcych w
strukturze genomow wchodzgcych w sktad mieszanca - OSIAGNIETY

» |dentyfikacja nowych zrodet odpornosci na czynniki biotyczne i abiotyczne w dzikich
gatunkach roslin i ich infrodukcja do pszenzyta - OSIAGNIETY

» Monitorowanie obecnosci nowych gendw w kolejnych pokoleniach mieszancow na
podstawie testow zywiciel-patogen, analiz molekularnych oraz charakterystyki
fenotypowej w warunkach doswiadczen polowych - OSIAGNIETY

» Opracowanie techniki krzyzowanid pszenzyta z mrozoodpomyml genotypami z
rodzaju Leymus — OSIAGNIETY CZESCIOWO (wniosek - rosliny nie rosty w warunkach
polowych, konieczne wsparcie warunkami fitotronu)

» Zwiekszenie wydajnosci uzyskiwania mieszancow oddalonych pszenzyta poprzez
zastosowanie techniki ratowania zarodkow w kulturach in vitro - OSIAGNIETY

» Analiza stabilnosci genomu mieszancow uzyskiwanych w wyniku krzyzowan
oddalonych z wykorzystaniem metod molekularnych - OSIAGNIETY



Materiat | metody

Materiat

Materiat do badan stanowity rosliny nalezgce do rodzajow:
Triticum, Triticale, Secale, Aegilops, Agropyron, Agrofriticum, Leymus
oraz rosliny mieszancowe pochodzgce z krzyzowan tych gatunkow

Metody

» Analizy statystyczne komponentow plonu mieszancow i roslin rodzicielskich —
N[el[N][ele

Embryo rescue - in vitro

Analiza stresdw abiotycznych - in vitro

Analiza stresdw biotycznych — testy zywiciel-patogen
Analizy molekularne — PCR, gPCR

V V. V. Vi

Genotypowanie - DArT tfechnology



Wyniki — zadanie |

Fenotypowanie dzikich genotypow z rodzaju
Aegilops pod katem odpornosci na rdze brunatng
pszenzyta

» Zidentyfikowane potencjalne zrodta odpornosci na rdze brunatng gtownie wsrdod
form diploidalnych i tetraploidalnych. tgcznie zidentyfikowano 42 genotypy
odporne.

» Rozszerzenie testow pozwolito na identyfikacje wiekszej liczby genotypdw
heksaploidalnych, ktdre sg cenniejszym zrodtem gendw odpornosci dla
gatunkdw uprawnych — zidentyfikowano 29 genotypdow sposrdd 100
analizowanych

» Zidentyfikowano 7 odmian pszenicy odpornych na rdze brunatng — zrodto
odpornosci dla pszenzyta



Wyniki — zadanie 2
Uzyskiwanie mieszancow poprzez krzyzowanie
(kastrowanie i zapylanie) roslin

Wykazano, ze odmiany i linie hodowlane pszenicy i pszenzyta krzyzujq sie w roznym stopniu (zaleznym od genotypu) z
formami dzikimi z rodzaju Aegilops. Efektywnosc byta wyzsza dla krzyzowan z pszenicq.

Zidentyfikowano odmiany pszenicy charakteryzujgce sie zmienng zdolnoscig kombinacyjng w zaleznosci od kierunku
krzyzowania przy uzyskiwaniu pszenzyta pierwotnego.

Zdolnos¢ kombinacyjna dla krzyzowan pszenica x zyto wahata sie od 0 do 37,5 % i byta zmienna w zaleznosci od roku
badan i genotypu.

Zdolnoé¢ kombinacyjna koziencdw w krzyzowaniach z pszenicq zawierata sie w przedziale od 0% do 62,5%. Srednio
wynosita ona 21%. W przypadku krzyzowania z pszenzytem zawierata sie w przedziale od 0% do 75% w zaleznosci od formy.
Srednio byto to 31,13%. Zdolno$¢ kombinacyjna pszenicy wynosita maksymalnie 50% a pszenzyta maksymalnie 70% .
Srednia zdolno$¢ kombinacyjna dla tych gatunkéw wynosita odpowiednio 28,02% (pszenica) i 29,44% (pszenzyto).

Gatunki z rodzaju Aegilops, ze wzgledu na mozliwosc¢ krzyzowania zardbwno z pszenicq, jak i z pszenzytem, stanowig cenne
zrodto genetyczne kartowatosci. Zdolnosc kombinacyjna w tych krzyzowaniach wahata sie dla pszenzyta od 0% do 21,6%,
natomiast dla kozienhcow od 0% do 37,5%.

Zdolnos¢ kombinacyjna w krzyzowaniach wstecznych mieszancow oddalonych z pszenzytem wahata sie od 0% do 20%
dla mieszancow oddalonych. Zdolnos¢ kombinacyjna natomiast przy uzyskiwaniu pokolenia BC2 wahata sie od 0% do
64%.

Stwierdzono, ze ptodnosc¢ ktosdw mieszancow wstecznych przy samozapyleniu jest rozna i zalezy od kombinacii
krzyzOwkowe.
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Ocena zmiennosci cech w mieszancach

/miana genetycznego podtoza reakcji na fotoperiod nie wptywata niekorzystnie na elementy plonowania roslin
mieszancowych.

Wprowadzenie do badanych mieszancowych form pszenzyta nowego genu kartowatosci zidentyfikowanego w

genomie rodu CZR 876/01 skutkuje skroceniem pedu gtownego o ok. 16%, wynikajgcym gtownie z redukcji
dtugosci | oraz Il miedzywezla.

Krzyzowanie roslin pszenzyta z pszenicq powoduje obnizenie wysokosci roslin mieszancowych oraz obnizenie MTZ w
roslinach pokolenia F, jak i BC,.

Krzyzowanie wsteczne mieszancow oddalonych [(Ae. column. x Poshuk) x Top] z odmiang Tomko spowodowato
zwiekszenie wysokosci oraz MTZ roslin mieszancowych pokolen BC, jak i BC, w stosunku do roslin F;.

Formy mieszancowe zyta o kombinaciji krzyzowkowej 541x84A/1 wykazywaty istotnie wyzszg mase ziarniakow z
ktosa w poréwnaniu do form rodzicielskich.

Formy mieszancowe pokolen F1, BC1, BC2 uzyskane z krzyzowania Ae.87 z odmiang Sekret wykazywaty istotnie
wyzszg mase ziarniakow z ktosa w porownaniu do form rodzicielskich. Krzyzowanie nie powodowato redukcji ani
wzrostu MTZ w pokoleniu F2. Mieszance charakteryzowaty sie natomiast istotnie wyzszq liczbbg ziarnikdw z ktosa
gtownego.
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Izolacja vzyskanych zarodkow i prowadzenie kultur
in vitro

Optymalnym terminem pobierania zarodkow pszenzyta przeznaczonych do procedury embryo
rescue jest czas pomiedzy 18 a 21 dniem po zapyleniu, natomiast w przypadku niedojrzatych
ziarniakow jest to 21 dni po zapyleniu.

Sterylizacja zarodkow z wykorzystaniem NaClO skutkuje obnizeniem ilosci ofrzymanych
regenerantow w porownaniu do sterylizacji z wykorzystaniem etanolu, co wynika
prawdopodobnie z uszkodzenia zarodka przez czynnik sterylizujgcy.

Najskuteczniejszym sposolbem unikniecia zakazen w przypadku wyktadania na pozywke
niedojrzatych ziarniakow jest ich sterylizacja powierzchniowa za pomocg mieszaniny etanolu z
podchlorynem sodu lub chlorkiem rteci.

Zastosowanie opracowane] metodyki pozwolito na uzyskanie wydajnosci na poziomie 40% w
przypadku krzyzowan z pszenicq i 30% w przypadku krzyzowan z pszenzytem.
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Analizy molekularne vzyskanych mieszancow

Analiza gendw wrazliwosci na fotoperiod w mieszancach oddalonych pszenzyta wykazata obecnos¢ nowego allelu Ppd-Bl.

Wykazano, ze jednym z czynnikdw warunkujgcych kartowy fenotyp roslin pszenzyta [(Jana x Tempo) xJana] x Aegilops juvenalis zawierajgcych nowy
gen kartowatosci jest ostabienie ekspresji genow GA200x oraz GA3ox na poziomie franskrypcii.

W wyniku przeprowadzonych analiz uzyskano 11 043 markery SilicoDArT specyficzne dla roslin wysokich, niskich oraz srednich. W obrebie tych markeréw
zidentyfikowano 4 624 markery SNP. Sposrod tych markeréow jedynie 5 byty to markery specyficzne dla roslin niskich i zanikajgce wraz ze wzrostem
dtugosci pedu. Analiza bioinformatyczna mieszancoéow pochodzgcych z w/w kombinacii za pomoca platformy Phytozome 12 wykazata, ze wszystkie te
markery silicoDArT sqg specyficzne dla telomerdw krétkich ramion dwdéch chromosomow pszenicy 6A i 1B.

Markery pogrupowano w dwa regiony chromosomalne przypisane do chromosomu 5R. Pierwsza z nich zawierata sie w przedziale od 38,45 cM do 24,62
CM, pokrywajgc 14,29 cM z najbardziej zwigzanym znacznikiem przy 32,811 cM. Druga grupa sktadata sie z mniej powigzanych markerdw w zakresie od
56,984 do 59,501cM. Pierwsza grupa sktadata sie z 31 asocjowanych markeréw i 70 markeréow bedgcych markerami redundantnymi na podstawie
opublikowanych materiatdw uzupetniajgcych (Tyrka i wsp. 2015). Podobnie, zidentyfikowano 8 asocjowanych i 24 redundantne dla drugiego regionu.
Markery pogrupowano w dwa obszary chromosomalne potozone w odlegtosci okoto 11 cM. Zidentyfikowany region najprawdopodobniej
zlokalizowany jest na kréotkim ramieniu chromosomu 5R.

Analiza populacji 541x84A/2 z wykorzystaniem technologii DArT pozwolita na uzyskanie 37 963 markero SilicoDAIT specyficznych dla roslin wczesnych,
poznych oraz o posredniej wczesnosci. W obrebie tych markeréw zidentyfikowano 25 269 markery SNP.

W ciggu catego okresu badan potwierdzano charakter mieszancowy uzyskiwanych mieszancow m.in. z wykorzystaniem markeréw SRAP i ISSR.

Uzyskane markery DAIT sprzezone z cechqg znajdujqg sie w obrebie sekwencji oznaczonej Aegilops tauschii subsp. tauschii receptor-like protein 12
(LOC109767969), tfranscript variant X2.

Amplifikacja PCR z wykorzystaniem staretrow specyficznych dla sekwenciji markerow sprzezonych z cechq kartowatosci nie wykazata réznic w dtugosci
produktow.

Analizy molekularne ofrzymanych mieszancow wykazaty, iz wystgpienie stresu oksydacyjnego prowadzito do obnizenia ekspresji gendw kodujgcych
enzymy antyoksydacyjne (CAT, APX) u badanych form.



Osiggniete cele | wdrozenio

» Uzyskane kombinacje krzyzOwkowe zawierajgce w swoim sktadzie
chromatyne pochodzqgcq z dzikich gatunkow koziencow zostaty
przekazane do spotek hodowlanych i wtgczone w programy
hodowlane

» Zlokalizowano nowy gen kartowatosci o potencjalnej przydatnosci
w hodowli pszenzyta na chromosomie 5R

» Zidentyfikowano potencjalne zrodta kartowatosci dla pszenzyta w
zycie oraz koziencach

» Zidentyfikowano potencjalne zrodta odpornosci na rdze brunatng
wsrod koziencow i wprowadzono je do pszenzyta



Publikacje i doniesienio

Konferencje Naukowe
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ldentyfikacja nowych zrodet odpornosci na rdze brunatng pszenzyta w obrebie rodzaju Aegilops.
Ocena krzyzowalnosci w obrebie jarych heksaploidalnych form pszenzyta i pszenicy.

Analysis of Ppd alleles structure in triticale hybrid plants with different flowering time.
Characterisation of the level of crossability during wide crosses within Triticeaqe.

DArTseq analysis of F2 population obtained from crossing between dwarf and high triticale plants
derived from [(Jana x Tempo) x Jana | X Aegilops juvenalis cross combination.

Expression analysis of gibberellin biosynthesis pathway genes in triticale forms with Dw 1 gene and
dwarf and high triticale plants derived from [(Jana X Tempo) X Jana ] x Aegilops juvenalis cross
combination.

|dentification of markers associated with dwarfism in the CZR876/01 x CZR891/01.

Expression analysis of gibberellin biosynthesis pathway genes in triticale forms with Dw 1 gene and
dwarf and high triticale plants derived from [(Jana x Tempo) x Jana | x Aegilops juvenalis cross
combination.

Development of DArT-based PCR markers for marker assisted selection of new dwarfing gene in
triticale (x Triticosecale Wittmack).

Plant height and yield components in backcross interspecific hybrids derivatives from Aegilops
columnaris x Triticum aestivum combination.

Publikacja w przygotowaniu

>

Putative reference genes expression stability determination in Triticale hylbrids



