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OPIS ZADANIA
1. Cele zadania
Lp. Cel (zgodnie ze szczegélowym opisem na dany rok) Czy cel zostal zrealizowany

(tak/nie'/czesciowo')

TAK

Identyfikacja nowych Zrédet odpornosci na rdzg brunatng w
dzikich heksaploidalnych gatunkach ro$lin z rodzaju degilops.
Uzyskanie mieszancow F; potencjalnie odpornych na rdze
brunatng uzyskang w wyniku krzyzowania pszenzyta oraz
2 pszenicy z wyselekcjonowanymi w roku 2014 formami Aegilops TAK
oraz poszerzanie zmiennos$ci polskiej puli genetycznej pszenzyta
poprzez krzyzowanie oddalone z rodzajami Triticum i Secale.
Analiza dlugo$ci migdzywezli roslin pochodzacych z kombinacji
krzyzowkowej [(JanaxTempo)xJana]xA4egilops juvenalis oraz
3 okreslenie wptywu obecnosci nowego genu kartowatosci na TAK
dtugos¢ pedu gtéwnego oraz dtugosé i srednicg poszezegdlnych
miedzywezli.

Podjecie proby ograniczenia zakazen grzybowych w kulturach in
4 vitro w celu zwigkszenia wydajnosci techniki ratowania TAK
zarodkéw.

Potwierdzenie charakteru mieszancowego genotypow
otrzymanych w roku ubieglym oraz analiza ekspresji genow ze
szlaku biosyntezy giberelin z wykorzystaniem sond
molekularnych.

1

TAK

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



2. Opis tematow badawczych

Temat badawczy 1: Fenotypowanie dzikich genotypow z rodzaju Aegilops pod katem odpornoSci
na choroby grzybowe pszenzyta.

Cel tematu badawczego 1

Celem zadania 1 byta identyfikacja nowych zroédet odpornosci na rdz¢ brunatng w dzikich
heksaploidalnych gatunkach ro$lin z rodzaju Aegilops.

Materialy i metody

W ramach zadania kolekcja analizowanych form z rodzaju Aegilops wzbogacona zostata o 100
genotypow nalezacych do heksaploidalnych gatunkéw Ae. crassa, Ae. neglecta oraz Ae. juvenalis.
Genotypy te pozyskano z bazy The Germplasm Resources Information Network (GRIN) prowadzonej
przez U.S. Department of Agriculture's Agricultural Research Service oraz z banku genow
prowadzonego przez IPK Gatersleben (Niemcy). Ponadto, tymi samymi izolatami rdzy brunatnej
przetestowano 15 odmian pszenicy zwyczajnej, cechujacych si¢ wysoka plennoscia, ktore
wykorzystywane beda do krzyzowan. W ramach zadania wykorzystano izolaty rdzy brunatnej zebrane
z lidci roslin pszenzyta rosnagcych w warunkach polowych w 3 oddalonych od siebie lokalizacjach w
sezonie wegetacyjnym 2014/2015.

Identyfikacje ro$lin odpornych na choroby grzybowe przeprowadzono za pomoca testow
zywiciel-patogen na etapie siewki. Na fragmenty lici 10-dniowych siewek wylozone na pozywke
agarowa rozpylano zarodniki Puccinia triticina — grzyba powodujacego rdze¢ brunatng. Szalki
umieszczono w klimatyzowanym pomieszczeniu w temperaturze 18°C, wilgotnosci wynoszacej 80% i
fotoperiodzie 16/8 h (dziefi/noc). Po 10 dniach od rozpylenia porazenie zostalo ocenione w skali
5-stopniowej. Interpretujac wyniki oceny porazenia, za odporne (O) uznano formy ocenione w skali na
0 lub 1, natomiast za wrazliwe (W) formy ocenione na 3 i 4. Formy ocenione na 2 opisano jako posrednie
(P).

Wyniki

W obrebie 100 analizowanych heksaploidalnych genotypéw =z rodzaju Aegilops
zidentyfikowano 28 form odpornych na rdze brunatng (tab. 1). Wyselekcjonowane genotypy moga
zosta¢ wykorzystane do krzyzowan oddalonych z roslinami pszenzyta lub pszenicy w celu introdukcji
gendw odporno$ci na Puccinia triticinia do ro$lin zbozowych.

Analiza porazenia 15 badanych odmian pszenicy na rdz¢ brunatna wykazata, iz 7 z nich
charakteryzowalo si¢ odporno$cia na tego patogena (tab. 2).

Tabela 1. Wyniki oceny porazenia analizowanych genotypow z rodzaju Aegilops.

Reakcja na porazenie
Lp # Gatunek Genotyp przez Puccinia triticinia
1 Ae. 1 P
2 Ae. 2 0)
3 Ae. 4 0O
4 Ae. 5 P
5 Ae. 6 P
6 Ae. 7 O
7 Ae. 8 P
g ji: ig Aegilops neglecta Req. g
10 de 13 ex Bertol. 0
subsp. recta (Zhuk.) K. UUMMNN
11 Ae. 14 Hammer P
12 Ae. 15 W
13 Ae. 16 W
14 Ae. 17 0
15 Ae. 18 P
16 Ae. 20 W
17 Ae. 21 W
18 Ae. 22 W
19 Ae. 23 P
20 Ae. 24 W




Reakcja na porazenie

Lp # Gatunek Genotyp przez Puccinia triticinia
21 Ae. 25 P
22 Ae. 26 P
23 Ae. 27 P
24 Ae. 28 W
25 Ae. 29 W
26 Ae. 30 P
27 Ae. 31 P
28 Ae. 32 W
29 Ae. 33 W
30 Ae. 34 P
31 Ae. 35 W
32 Ae. 36 P
33 Ae. 37 0]
34 Ae. 38 P
35 Ae. 39 P
36 Ae. 40 W
37 Ae. 41 W
38 Ae. 42 0]
39 Ae. 43 0]
40 Ae. 44 0]
41 Ae. 45 0]
42 Ae. 46 0]
43 Ae. 47 0]
44 Ae. 48 P
45 Ae. 49 P
46 Ae. 50 0]
47 Ae. 51 P
48 Ae. 52 W
49 Ae. 53 W
50 Ae. 54 P
51 Ae. 55 0]
52 Ae. 56 P
53 Ae. 57 0]
54 Ae. 58 P
22 ii: 2? Aegilops neglecta UUMMNN ([;
57 Ae. 62 P
58 Ae. 63 P
59 Ae. 65 P
60 Ae. 66 P
61 Ae. 67 W
62 Ae. 68 0]
63 Ae. 69 P
64 Ae. 70 P
65 Ae. 71 0]
66 Ae. 72 \'%
67 Ae. 115 Aegilops crassa ssp. 0
68 Ae. 116 crassa DDMMSS (0)
69 Ae. 119 P
70 Ae. 120 0]
71 Ae. 122 P
72 Ae. 123 0]
73 Ae. 125 . P
74 | de. 128 | esilops crassassp. DDMMSS 0
75 e 131 vavilowii P
76 Ae. 132 W
77 Ae. 133 P
78 Ae. 134 \'%
79 Ae. 135 0]




Reakcja na porazenie
Lp # Gatunek Genotyp przez Puccinia triticinia
80 Ae. 136 P
81 Ae. 137 P
82 Ae. 138 P
83 Ae. 139 P
84 Ae. 140 0
85 Ae. 141 P
86 Ae. 143 0)
87 Ae. 144 W
88 Ae. 145 Aegilops crassa DDMMSS W
89 Ae. 146 0O
90 Ae. 147 W
91 Ae. 148 W
92 Ae. 150 p
93 Ae. 151 P
94 Ae. 152 P
95 Ae. 153 W
96 Ae. 155 Aegilops juvenalis DDMMUU W
97 Ae. 156 W
98 Ae. 157 P
99 Ae. 159 0
100 Ae. 163 W

Tabela 2. Wyniki oceny porazenia analizowanych odmian pszenicy.

Reakcja na
Lp Odmiana porazenie przez
Puccinia triticinia
1 Naridana P
2 Figura P
3 Ostroga 0
4 Askalon (0]
5 Bamberka W
6 Natula (0]
7 Bockris W
8 Astoria P
9 Estivus \\
10 Praktik (0]
11 Muszelka \\%4
12 Fidelius (0]
13 Jantarka P
14 Ozon (0]
15 Forum (0]

Whioski

1. Wybrane heksaploidalne gatunki z rodzaju Aegilops stanowi¢ moga nowe, cenne zrédta zmiennosci
w hodowli odporno$ciowej pszenzyta i pszenicy.

2. Zidentyfikowane odporne na rdz¢ brunatng odmiany pszenicy moga stanowi¢ zrodlo genow
odpornosci dla nowych genotypow pszenzyta.

3. Ze wzgledu na zmienno$¢ patogena wskazana jest weryfikacja odporno$ci wybranych genotypow
w przysztych sezonach wegetacyjnych, w oparciu o izolaty zebrane z terenu catego kraju.



Temat badawczy 2: Uzyskiwanie mieszancow poprzez krzyzowanie (kastrowanie i zapylanie)
roslin.

Cel tematu badawczego 2

Celem zadania 2 jest wprowadznie odpornosci na rdz¢ brunatna pszenzyta poprzez krzyzowanie
z dzikimi gatunkami z rodzaju Aegilops oraz poszerzanie zmienno$ci polskiej puli genetycznej
pszenzyta poprzez krzyzowanie oddalone z rodzajami Triticum i Secale.

Materialy i metody

W roku 2015 wysiano w sumie 123 genotypy pszenzyta, zyta uprawnego oraz pszenicy
zwyczajnej (odpowiednio: 40, 19 i 64) z przeznaczeniem na formy rodzicielskie do krzyzowan. W
ramach zadania wysiano rowniez rosliny wybranych gatunkéw z rodzaju Aegilops (lacznie 162
genotypy) (tab. 3).

Ziarniaki wysiano na poletkach 2-rzgdowych, w siewie gestym, rzutowym. Gestosé zasiewu
wynosita 300-350 ziarniakow na m’ dhigos¢ rzedu 1 m, a rozstawa rzedow 20 cm. W celu
zrdznicowania czasu kwitnienia i wydluzenia okresu w ktorym mozliwe bedzie krzyzowanie roslin
wysiewu dokonano w dwoch terminach. Interwat pomiedzy 1 i II terminem wysiewu wynosit okoto 30
dni. W siewie punktowym wysiano ro$liny mieszancowe wczesnych pokolen przeznaczone do
krzyzowan wstecznych (pierwotne pszenzyto uzyskane w poprzednim sezonie). Do§wiadczenia polowe
zatozono w gospodarstwach do$wiadczalnych Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie w dwoch
lokalizacjach: GD Czestawice k. Nateczowa oraz GD Felin w Lublinie. Materiaty do krzyzowan
wyselekcjonowane zostaly na podstawie obserwacji termindéw kloszenia w latach wcze$niejszych.
Dzikie genotypy z rodzaju Aegilops wyselekcjonowane zostaly na podstawie wynikdéw testow zywiciel-
patogen.

Tuz przed kwitnieniem kwiaty w klosach ro§lin przeznaczonych na formy mateczne byty
kastrowane. Kastracje wykonano metoda manualna z uzyciem pincety. Z kazdego kloska usuwano
srodkowe kwiaty, a z pozostatych, bocznych kwiatow usuwano po trzy niedojrzate pylniki. Na kazdy
wykastrowany ktos zalozono izolator z folii paroprzepuszczalnej. Po osiagnigciu dojrzatosci przez
znami¢ stupka, nanoszono na nie pylek z roslin przeznaczonych na forme¢ ojcowska. Zapylony ktos
ponownie izolowano.

W przypadku ro$lin pszenzyta pierwotnego przeprowadzono procedur¢ kolchicynowania w celu
podwojenia liczby chromosoméw. Rosliny przeniesiono z warunkéow polowych do doniczek
wypetnionych podtozem, nastepnie cz¢s¢ pedow przycieto na wysokos¢ 6-8 cm. Na tak przygotowane
pedy nalozono na 48 godzin tampony z waty nasaczonej 0,4% wodnym roztworem kolchicyny. Po
zakonczonej procedurze kolchicynowania rosliny przeniesiono ponownie na poletka.

Po zebraniu w fazie dojrzatosci pelnej, wszystkie krzyzowane ktosy poddano ocenie pod katem
liczby wykastrowanych kwiatoéw oraz zawigzanych ziarniakow. Na podstawie tych danych obliczono
zdolno$¢ kombinacyjng poszczegodlnych form, ktéora wyrazono w formie procentowej. W przypadku
krzyzowan z dzikimi gatunkami z rodzaju Aegilops, ze wzglgdu na rozbiezno$¢ w ilosci kombinacji dla
poszczegdlnych genotypow wynikajacej ze znacznych roéznic w czasie kwitnienia, wyniki podano w
formie liczby uzyskanych ziarniakéw F.

Tabela 3. Materialy wysiane w doswiadczeniu polowym z przeznaczeniem do krzyzowan.

Lp. Pszenica Pszenzyto Zyto Aegilops

Ae. crassa

1 170 Algoso 980 [9 genotypow]

Ae. crassa ssp. vavilovii

: Aleazar Alzo o8 [26 genotypdw]

3 Alfold Baltiko 982 Ae. ]uvena{zs
[14 genotypdw]

4 Aristide BOH 1512 998 Ae. neglecta

[66 genotypow]

Ae. neglecta ssp. recta

5 Arkadia BOH 1813 Amilo .
[47 genotypow]

6 Artist Borowik Arant

7 Askalon DC 1 Bojko

8 Astoria DC2 Dankowskie Agat

9 Baletka LAD 1 Dankowskie Amber




Lp. Pszenica Pszenzyto Zyto Aegilops
10 Bamberka LAD?2 Dankowskie Diament
11 Belissa LAD3 Dankowskie Rubin
12 Bockris LAD 4 DC 45
13 Brilliant Magnat DC 88
14 Carodejka MAH 1 DC 89
15 Fidelius MAH 10 DC 92
16 Figura MAH 11 Motto
17 Forkida MAH 12 Rostockie
18 Forum MAH 13 Warko
19 Franz MAH 14 Wtodko
20 Herman MAH 15
21 Improved Triumph MAH 16
22 Jantarka MAH 2
23 Japhet MAH 3
24 Julius MAH 4
25 Kampana MAH 5
26 Kaskada MAH 6
27 Kilimanjaro MAH 7
28 Knox MAH 8
29 Kohelia MAH 9
30 KWS Magic Meloman
31 Lavantus Pawo
32 Livius Sekundo
33 Loft Sorento
34 Longbow Tomko
35 Madison Trismart
36 Markiza TRKW 53
37 Mauri TRKW 54
38 Muszelka TRKW 55
39 Nadobna TRKW 56
40 Naridana Zorro
41 Natula
42 Ohio
43 Platin
44 Poshuk
45 Rusalka
46 Safidak
47 Sailor
48 Spartakus
49 Speedway
50 Super Triumph
51 TAM 105
52 Tommi
53 Top
54 TRKW 39
55 TRKW 41
56 TRKW 44
57 TRKW 48
58 TRKW 49
59 TRKW 50
60 TRKW 52
61 Tulecka
62 Vratza
63 Warrior
64 Zenit

Wyniki

W ramach realizacji zadania wykonanych =zostalo 107 kombinacji krzyzéwkowych
heksaploidalnego pszenzyta ozimego z haksaploidalng pszenica ozima. Ziarniaki mieszancowe



uzyskano dla 93 z nich. Procent zawigzanych ziarniakow wahat si¢ od 0 do 38,89 (tab. 4). Najwyzsza
zdolnos$¢ kombinacyjng zanotowano dla pszenicy TRKW 41 (33,33%), a najnizsza dla odmian pszenicy
Carodejka, Tulecka i rodu TRKW 44, dla ktorych nie uzyskano zadnego ziarniaka mieszafcowego.
Najwyzszg zdolno$¢ kombinacyjng w obrebie Triticale wykazywat r6d hodowlany BOH 1813
(31,03%), a najnizsza genotypy MAH 5, MAH 8 i MAH 17 w przypadku ktérych nie zawigzaty si¢
ziarniaki mieszancowe (tab. 4).

Tabela 4. Kombinacje krzyzoéwkowe pszenzyta 6x z pszenicg 6x.

o

Lp. Kombinacja zawiq;:mych

ziarniakow
1 DC 2 x Ohio 38,89
2 Pizarro x Herman 37,50
3 BOH 1512 x TRKW 48 34,38
4 BOH 1813 x TRKW 41 33,33
5 BOH 1813 x TRKW 52 28,57
6 DC 2 x Alcazar 28,57
7 MAH 10 x Improved Triumph 26,32
8 Borowik x Belissa 25,00
9 TRKW 54 x TRKW 39 25,00
10 TRKW 54 x TRKW 52 23,68
11 BOH 1512 x TRKW 49 23,53
12 TRKW 53 x TRKW 39 23,53
13 MAH 16 x Artist 21,88
14 MAH 11 x Improved Triumph 21,05
15 MAH 11 x Super Triumph 19,35
16 TRKW 53 x TRKW 52 18,42
17 DC 1 x Kilimanjaro 18,18
18 DC 1 x Franz 17,86
19 Tomko x Forkida 17,50
20 Borowik x Herman 16,67
21 MAH 15 x Baletka 16,67
22 Pizarro x Kampana 16,67
23 TRKW 53 x TRKW 48 16,67
24 TRKW 55 x TRKW 48 16,67
25 Meloman x Aristide 16,13
26 Pizarro x Loft 15,38
27 MAH 16 x Lavantus 15,00
28 MAH 6 x Baletka 15,00
29 DC 1 x Livius 14,71
30 TRKW 53 x TRKW 49 14,71
31 DC 1 x Ohio 13,89
32 MAH 6 x Aristide 13,89
33 Pizarro x Tommi 13,89
34 MAH 3 x Julius 13,64
35 TRKW 56 x TRKW 49 13,16
36 TRKW 54 x TRKW 50 12,50
37 MAH 9 x Arkadia 12,00
38 MAH 1 x Julius 11,90




%

Lp. Kombinacja zawiazanych
ziarniakow
39 Borowik x Alcazar 11,76
40 MAH 7 x Improved Triumph 11,76
41 Pizarro x Alcazar 11,76
42 DC 1 x Alcazar 11,11
43 MAH 12 x Improved Triumph 11,11
44 Tomko x Lavantus 11,11
45 Tomko x Markiza 11,11
46 MAH 16 x Baletka 10,53
47 MAH 13 x Aristide 10,42
48 DC 2 x Kampana 10,00
49 TRKW 56 x TRKW 52 10,00
50 MAH 15 x Arkadia 9,52
51 MAH 3 x Bockris 9,52
52 DC 1 x Kampana 9,38
53 TRKW 55 x TRKW 50 9,38
54 MAH 1 x Alfold 9,30
55 BOH 1512 x TRKW 50 8,82
56 MAH 13 x Alfold 8,70
57 MAH 7 x Rusalka 7,69
58 DC 1 x Muszelka 7,50
59 MAH 1 x Forum 7,50
60 MAH 4 x Top 7,50
61 MAH 14 x Lavantus 7,14
62 Borowik x TRKW 48 6,90
63 MAH 6 x Alfold 6,52
64 MAH 9 X Artist 6,52
65 MAH 10 x Baletka 6,38
66 MAH 14 x Baletka 6,25
67 MAH 3 x Fidelius 5,88
68 Borowik x Tommi 5,26
69 Tomko x Baletka 5,26
70 Meloman x Alfold 5,13
71 DC 2 x Muszelka 5,00
72 Meloman x Top 5,00
73 MAH 14 x Sailor 4,76
74 MAH 2 x Baletka 4,76
75 Meloman x Baletka 4,76
76 MAH 1 x Baletka 3,85
77 Borowik x TRKW 49 3,57
78 Pizarro x Muszelka 3,57
79 MAH 4 x Forum 3,13
80 DC 2 x Tommi 2,94
81 MAH 11 x 170 2,94
82 MAH 2 x Forum 2,94
83 DC 1 x Herman 2,78




o

Lp. Kombinacja zawiq;:mych
ziarniakow

84 TRKW 53 x TRKW 50 2,78

85 Borowik x Muszelka 2,63

86 MAH 16 x Sailor 2,63

87 MAH 4 x Natula 2,63

88 MAH 14 x Artist 2,50

89 Meloman x Poshuk 2,50

90 MAH 13 x Top 2,38

91 Tomko x Astoria 2,38

92 MAH 2 x Bockris 2,27

93 MAH 4 x Bockris 1,96

94 Borowik x Franz 0,00

95 Borowik x TRKW 44 0,00

96 DC 1 x Tommi 0,00

97 MAH 13 x Tulecka 0,00

98 MAH 17 x Super Triumph 0,00

99 MAH 2 x Fidelius 0,00

100 MAH 3 x Forum 0,00

101 MAH 5 x Rusalka 0,00

102 MAH 5 x Super Triumph 0,00

103 MAH 8 x Rusalka 0,00

104 MAH 8 x Super Triumph 0,00

105 TRKW 55 x TRKW 44 0,00

106 TRKW 55 x TRKW 52 0,00

107 MAH 7 x Carodejka 0,00

W sezonie wegetacyjnym 2014/2015 przeprowadzono réwniez krzyzowania wsteczne
pszenzyta oktoploidalnego z heksaploidalnymi genotypami tego zboza. W grupie tej wykonano 8
kombinacji krzyzowkowych. Forme mateczng stanowily mieszance oddalone pszenzyta uzyskane w
ramach realizacji projektu w roku ubiegtym, za$§ formami ojcowskimi byly 4 rody pszenzyta ozimego.

Procent zawigzanych ziarniakow wahat si¢ od 0 do 18,75 (tab. 5).

Tabela 5. Kombinacje krzyzowan wstecznych pszezyta pierwotnego.

o,
Lp. Kombinacja zawiafanych
ziarniakéw
1 [Vetta x Warko % Sorento] x LAD 3 18,75
2 [Zenit x 998] x LAD 3 7,14
3 [Alfold x 982] x LAD 3 5,17
4 [Alfold x 982] x LAD 1 5,00
5 [Alfold x 982] x LAD 2 0,00
6 [Alfold x 982] x LAD 4 0,00
7 [Demetra x Arant] x LAD 3 0,00
8 [Rusalka x Arant] x LAD 3 0,00

W biezacym roku wykonano réwniez krzyzowania majace na celu uzyskanie mieszahcow
oddalonych pomigdzy heksaploidalng pszenica zwyczajng, a zytem uprawnym. Wykonano 42
kombinacje krzyzowkowe z ktérych uzyskano 13 kombinacji pszenzyta pierwotnego. Procent
zawigzanych ziarniakoéw wahat si¢ od 0 do 37,5 (tab. 6). Najwyzsza zdolno$¢ kombinacyjng zanotowano




w przypadku genotypéw matecznych dla pszenicy odmiany Figura (37,5%), natomiast ws$rod
genotypow ojcowskich dla zyta odmiany Warko (23,75%).

Tabela 6. Kombinacje krzyzdwkowe pszenzyta pierwotnego uzyskane w wyniku krzyzowania pszenicy
zZwyczajnej 1 zyta uprawnego.

%
Lp. Kombinacja zawigzanych
ziarniakow
1 Figura x Warko 37,50
2 Bamberka x Amilo 30,00
3 Naridana x Warko 19,23
4 Forkida x Arant 19,05
5 Baletka x Warko 16,67
6 Jantarka x Amilo 14,29
7 Spartakus x Arant 12,50
8 Bockris x Amilo 10,00
9 Lavantus x Dankowskie Amber 8,33
10 KWS Magic x DC 89 5,56
11 Vratza x Motto 5,56
12 Platin X Amilo 4,35
13 Nadobna % Bojko 4,17
14 Arkadia x Arant 0,00
15 Arkadia x Rostockie 0,00
16 Artist x Arant 0,00
17 Artist x DC 92 0,00
18 Askalon x Dankowskie Agat 0,00
19 Astoria x Amilo 0,00
20 Astoria x DC89 0,00
21 Brilliant x Amilo 0,00
22 Brilliant x Dankowskie Rubin 0,00
23 Fidelius x DC 89 0,00
24 Forkida x DC 92 0,00
25 Forum x DC 89 0,00
26 Forum X Rostockie 0,00
27 Jantarka x Dankowskie Rubin 0,00
28 Jantarka x Rostockie 0,00
29 Kohelia x DC 95 0,00
30 KWS Magic x Dankowskie Rubin 0,00
31 KWS Magic x Rostockie 0,00
32 Lavantus x Arant 0,00
33 Lavantus x DC 92 0,00
34 Markiza x Arant 0,00
35 Markiza x DC 92 0,00
36 Muszelka x Bojko 0,00
37 Naridana x Motto 0,00
38 Naridana x Rostockie 0,00
39 Sailor x DC 92 0,00
40 Spartakus x Motto 0,00
41 Tulecka x Arant 0,00




%
Lp. Kombinacja zawigzanych
ziarniakow
42 Tulecka x DC 92 0,00

W ramach zadania badawczego wykonano rowniez krzyzowania oddalone heksaploidalnych
form pszenicy oraz pszenzyta z dzikimi gatunkami z rodzaju Aegilops, charakteryzujacymi si¢
odporno$cig na rdz¢ brunatng. Wykonano po 25 kombinacji krzyzowkowych dla kazdego ze zboz.
Liczba uzyskanych kombinacji wyniosta 17 dla krzyzowan Aegilops z pszenica i 13 w przypadku
krzyzowan z pszenzytem (tab. 7, 8). Laczna liczba uzyskanych ziarniakow mieszancowych wyniosta
66.

Tabela 7. Kombinacje krzyzéwkowe dzikich form z rodzaju Aegilops z pszenica.

Liczba
Lp. Kombinacja zawiazanych
ziarniakéw
Aegilops neglecta ssp. recta
1 Ae. 42 x Alfold 1
2 Ae. 42 x Carodejka 1
3 Ae. 42 x Rusalka 0
4 Ae. 42 x Weipro 0
5 Ae. 42 x Zenit 0
6 Ae. 46 x Forkida 1
7 Ae. 46 x Lavantus 2
Aegilops neglecta
8 Ae. 61 x Belissa 0
9 Ae. 93 x Belissa 1
10 Ae. 93 x Tobak 3
11 Ae. 96 x Lavantus 0
12 Ae. 96 x Sailor 1
13 Ae. 100 x Belissa 1
14 Ae. 100 x Forum 1
15 Ae. 100 x Sailor 0
16 Ae. 104 x Belissa 1
17 Ae. 104 x Forkida 2
18 Ae. 104 x Forum 1
19 Ae. 104 x Ohio 3
20 Ae. 104 x Sailor 0
21 Ae. 104 x Tobak 1
Aegilops crassa ssp. vavilovii
22 Ae. 135 x Alfold 5
23 Ae. 135 x Carodejka 1
Aegilops juvenalis

24 Ae. 159 x Mambo 0
25 Ae. 159 x Sailor 1




Tabela 8. Kombinacje krzyzéwkowe dzikich form z rodzaju degilops z pszenzytem.

Liczba
Lp. Kombinacja zawiazanych
ziarniakéw
Aegilops neglecta ssp. recta

1 Ae. 42 x MAH 5 0
2 Ae. 42 x MAH 7 0
3 Ae. 43 x MAH 11 0
4 Ae. 43 x MAH 7 0
5 Ae. 44 x MAH 7 1
6 Ae. 45 x MAH 10 0
7 Ae. 45 x MAH 11 0

8 Ae. 46 x Borowik 1

9 Ae. 46 x MAH 15 1

Aegilops neglecta
10 Ae. 55 x MAH 11 0
11 Ae. 61 xDC 1 0
12 Ae. 61 xDC2 0
13 Ae. 90 x Alekto 4
14 Ae. 90 x Borowik 1
15 Ae. 93 x Pizarro 0
16 Ae. 97 x Alekto 2
17 Ae. 97 x Borowik 3
18 Ae. 100 x DC 1 3
19 Ae. 100 x Pizarro 3
20 Ae. 100 x TRKW 54 10
21 Ae. 104 x DC 2 3
22 Ae. 104 x Pizarro 3
Aegilops crassa ssp. vavilovii
23 Ae. 135 x TRKW 56 4
Aegilops juvenalis
24 Ae. 159 x BOH 1813
25 Ae. 159 x TRKW 54

Whioski

1. Gatunki z rodzaju Aegilops, ze wzgledu na mozliwos$¢ krzyzowania zard6wno z pszenica, jak i z
pszenzytem, stanowia cenne zrddto genetyczne mozliwe do wykorzystania w pracach majacych na
celu poszerzenie zmiennosci genetycznej tych zb6z na drodze krzyzowan oddalonych.

2. Zdolno$¢ kombinacyjna badanych genotypow pszenicy, zyta i pszenzyta wykorzystanych w
krzyzowaniach oddalonych cechuje duze zr6éznicowanie i zalezno§¢ od zastosowanej formuty
krzyzowania.

Temat badawczy 3: Ocena zmienno$ci cech w mieszancach
Cel tematu badawczego 3

Analiza dhugosci oraz $rednicy miedzywezli ro$lin pochodzacych z kombinacji krzyzowkowej
[(Jana x Tempo) x Jana] x Aegilops juvenalis oraz okreslenie wptywu obecnosci nowego genu
kartowato$ci na badane cechy.



Materialy i metody

Przedmiot badan stanowily pojedyncze rosliny pszenzyta pochodzace z populacji F otrzymane;j
na drodze krzyzowania form niskich oraz wysokich wywodzacych si¢ z kombinacji krzyzowkowe;j
[(Jana x Tempo) x Jana] x Aegilops juvenalis. Rosliny F, pochodzity z pojedynczej ro§liny F;. W
ramach zadania ocenie poddano 180 ro$lin z populacji segregujacej oraz ro$liny form rodzicielskich (20
matecznych i 20 ojcowskich). Forma niska (mateczna) zostata wyselekcjonowana sposréd wysokich
roslin nalezacych do w/w kombinacji krzyzowkowej. Forma wysoka opisana byta jako r6d CZR 891/01,
natomiast forma niska jako r6d CZR 876/01. Obnizenie wysoko$ci powodowane bylo spontaniczng
mutacjg, co zostato potwierdzone we wczesniejszych badaniach. Ocenie fenotypowej poddane zostaty
pedy gtowne wszystkich roslin w fazie dojrzalosci pelne;.

W ocenie fenotypowej uwzgledniono nastepujace cechy:
- dhugos¢ pedu glownego [cm],

- dhugos¢ migdzywezli [cm],

- $rednica miedzywezli [mm],

Analizy statystyczne wykonano z wykorzystaniem pakietu SAS w wersji 9.2. Do okre$lenia
istotnosci réznic pomiedzy $rednimi grupowymi w uktadzie analizy wariancji zastosowano test post-
hoc HSD Tukey’a przy poziomie istotnosci o = 0,05.

Wyniki

Analiza dlugosci pedu gtownego roslin mieszancowych uzyskanych w wyniku krzyzowania
pomiedzy formg wysoka, a niska zawierajaca nowy gen karlowato$ci wykazata, ze dlugos¢ pedu
gtownego w mieszancach ulegta skrdceniu $rednio o 16,8 cm w poréwnaniu z forma wysoka. Analiza
dtugosci poszezegdlnych migdzywezli wykazala iz w mieszancach istotnemu skroceniu w poréwnaniu
z wysoka formg rodzicielskg ulega I miedzywezle (doktosie) oraz III miedzywezle (tab. 9).

Analiza $rednicy poszczegoélnych miedzywezli wykazata, ze dla mieszancéw byta ona
zazwyczaj wyzsza niz dla rodzicielskiej formy wysokiej, co sugerowaé moze poprawe stabilno$ci
ro§liny, niemniej jednak rdéznica ta nie byla istotna statystycznie (tab. 9). W przypadku niskiego
genotypu rodzicielskiego (r6d CZR 876/01) obserwowano ponadto redukcje liczby miedzywezli do 4
(brak najnizszego migedzywezla).

Tabela 9. Analiza dlugos$ci pedu gtéwnego oraz dtugosci i $rednicy poszczegolnych migedzywezli dla
analizowanych genotypow pszenzyta.

Genotyp Dl;ll%(xlclepgei)du Nr miedzyweila Diugos¢ Srednica
[em] [od Kklosa] [cm] [mm]
L 32,2° 3,45°
I 15,2° 5,10°
((fjozrtif 171?5/1?;) 718" 111 7.4 5,13°
v 4.5 4,51°
Vv n/a n/a
I 35,5 337
CZR 876/01 11 18,3 4,04°
x 87,7° 111 11,2 5,75
CZR 891/01 v o S
v 4° 447°
! 46,6° 3 ,45°
1 19,0° 4,72
(fgr%nlz iv9y1s/311a) 104,5° 11 14,0° 5,37
v 8,9 4,88
\ 5.0° 4,34

Srednie z ta samag litera nie r6zni si¢ istotnie.

Whioski

1. Wprowadzenie do badanych mieszancowych form pszenzyta nowego genu kartowato$ci
zidentyfikowanego w genomie rodu CZR 876/01 skutkuje skroceniem pedu gtdéwnego o ok. 16%,
wynikajacym gtéwnie z redukcji dlugosci I oraz III migdzywezla.



2. Introdukcja genu kartowatos$ci na drodze krzyzowania z rodem CZR 876/01 nie wplywa istotnie na
zmiang $rednicy miedzywezli pedu gtdéwnego rosliny.

Temat badawczy 4: 1zolacja uzyskanych zarodkéw i prowadzenie kultur in vitro.
Cel tematu badawczego

Celem zadania 4 jest podjecie proby ograniczenia zakazen grzybowych w kulturach in vitro w celu
zwigkszenia wydajnos$ci techniki ratowania zarodkow.

Materialy i metody

Materialem badan bylo w sumie 55 zarodkow oraz 73 niedojrzate ziarniaki mieszancowe
uzyskane w wyniku krzyzowania mi¢dzy soba 8 genotypow pszenzyta (Algoso, Alzo, Baltiko, Magnat,
Pawo, Trismart, Sekundo i Sorento). Wiosng wybrane odmiany wykastrowano, a nast¢pnie zapylono w
warunkach do$wiadczenia polowego. Nastepnie z rozwijajacych si¢ ziarniakow mieszancowych
pobierano zarodki, celem przeniesienia do warunkow kultury in vitro. Zarodki pobierano w trzech
punktach czasowych: 14, 18 oraz 21 dni po zapyleniu. Do badan wykorzystano takze mtode ziarniaki
mieszancowe w cato$ci (bez izolacji zarodka). Kazda probe stanowito 4 zarodki lub ziarniaki. Pobrane
zarodki oraz ziarniaki poddano sterylizacji wg réznych protokotow (tab. 10). Po sterylizacji zarodki oraz
ziarniaki ptukano trzykrotnie w wodzie dejonizowane;.

Tabela 10. Czynniki wykorzystane w procedurze sterylizacji zarodkoéw i niedojrzatych ziarniakoéw
przeznaczonych do kultur in vitro.

Czynnik sterylizujacy | Czas traktowania | Liczba obiektow
Zarodki
2 min. 12
0,
70% etanol 4 min. 2
2 min. 12
0
2% NaClo 4 min. 12
Ziarniaki
4 min. 12
o,
75% etanol 6 min. 2
2 min. 12
0
2% NaClo 5 min. 12
70% etanol + 5% NaClO 1 min. + 2 min. 12
70% etanol + 0,01% HgCl, 30s. + 3 min. 12

Tak przygotowane zarodki mieszancowe wykorzystano w procedurze ratowania zarodkow
(embryo rescue) w warunkach kultury in vitro. W tym celu sterylne zarodki umieszczano na pozywce
MS z dodatkiem hydrolizatu kazeiny i umieszczano w fitotronie. W pierwszym etapie (5 dni)
przetrzymywane byly one w ciemno$ci w temperaturze 25°C. Po tym czasie skietkowane zarodki
przeniesiono do fotoperiodu 16/8. Analogicznie postgpowano w przypadku ziarniakow. Uzyskane
ro$liny przeniesiono nastgpnie do doniczek w celu ich adaptacji do srodowiska, a nastepnie do
warunkow polowych.

Wyniki

W ramach przeprowadzonego doswiadczenia procedurg embryo rescue w warunkach kultury in
vitro wykonano w sumie dla 55 zarodkéw, z ktorych z sukcesem zregenerowano 27 roslin (49%).

Badania wykazaly, ze prawie wszystkie zastosowane protokoty sterylizacji pozwolity na
catkowite wyeliminowanie zakazen grzybowych, jednakze zastosowanie NaClO skutkowato zazwyczaj
redukcjg ilo$ci uzyskanych ros§lin w porownaniu do obiektéw traktowanych etanolem (tab. 11). W
wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze efektywno$¢ regeneracji dla zarodkéw pobranych 14
dni po zapyleniu (Srednia 35%) byta nizsza niz w przypadku zarodkéw pobranych 18 i 21 dni po
zapyleniu ($rednia odpowiednio 59% i 50%).



Tabela 11. Wyniki procedury sterylizacji zarodkow mieszancowych przeznaczonych do kultur in vitro.

Czas
pombinaia | PRI oty sersta| Zaaene | et | Liehn | ikt noi
zapyleniu]

Algoso x Alzo 70% EtOH 2 min - 5 2 40
Algoso x Alzo 70% EtOH 4 min - 4 2 50
Algoso x Alzo 14 2% NaClO 2 min - 4 1 25
Algoso x Alzo 2% NaClO 4 min + 4 1 25
Pawo x Algoso 70% EtOH 2 min - 5 4 80
Algoso x Alzo 18 70% EtOH 4 min - 5 2 40
Pawo x Trismart 2% NaClO 2 min - 6 4 67
Pawo x Magnat 2% NaClO 4 min - 6 3 50
Sorento X Pawo 70% EtOH 2 min + 4 3 75
Sorento X Pawo 70% EtOH 4 min - 4 2 50
Sorento X Pawo 21 2% NaClO 2 min - 4 2 50
Sorento X Pawo 2% NaClO 4 min - 4 1 25
SUMA 55 27 49

W ramach prowadzonych badan oceniono réwniez wptyw czasu pobierania oraz zastosowanej
metody sterylizacji na regeneracje¢ mlodych roslin z niedojrzatych ziarniakéw roslin mieszancowych,
przeniesionych na pozywke MS bez izolacji zarodka. W sumie wylozono 73 niedojrzate ziarniaki z
ktérych zregenerowano 38 ro$lin (52%).

Badania wykazaly, ze sterylizacja powierzchniowa pobranych ziarniakéw za pomoca etanolu
nie pozwolita najcze$ciej na uniknigcie zakazen w kulturach in vitro. Zastosowanie mieszaniny dwoch
czynnikow sterylizujacych gwarantowato eliminacje zakazen (tab. 12). Srednia efektywno$é regeneracji
ro$lin byta najwyzsza w przypadku ziarniakdw pobieranych 21 dni po zapyleniu (58%).

Tabela 12. Wyniki procedury sterylizacji niedojrzalych ziarniakow mieszancowych przeznaczonych do

kultur in vitro.

Czas
Kombinacja pobierania o A Liczba Liczba Efektywnos$¢
krzyzéwkowa [dni po Metoda sterylizacji | ZakaZenie ziarniakéw roslin [%o]
zapyleniu]
Algoso x Alzo 75% EtOH 4 min 4 0
Algoso x Alzo 75% EtOH 6 min 4 0
Algoso x Alzo 2% NaClO 2 min 4 0
Algoso x Alzo 2% NaClO 5 min - 4 4 100
14
70% EtOH 1 min +
Algosox Alzo 5% NaClO 2 min - 4 4 100
70% EtOH 30 s +
Algosox Alzo 0,01 HgCl, 3 min - 4 4 100
Sekundo x Trismart 75% EtOH 4 min - 5 5 100
Pawo x Trismart 75% EtOH 6 min + 4 0
Pawo x Algoso 2% NaClO 2 min - 4 0
Pawo x Algoso 2% NaClO 5 min + 4 0
18
70% EtOH 1 min +
Algoso x Magnat 504 NaClO 2 min - 4 3 75
70% EtOH 30 s +
Algosox Alzo 0,01 HgCl, 3 min - 4 4 100




Czas
Kombinacja pobierania o A Liczba Liczba Efektywnos$¢
krzyzéwkowa [dni po Metoda sterylizacji | Zakazenie ziarniakéw roslin [%o]
zapyleniu]
Sorento x Pawo 75% EtOH 4 min 4 3 75
Sorento x Pawo 75% EtOH 6 min 4 0 0
Sorento x Pawo 2% NaClO 2 min - 4 4 100
Sorento x Pawo 2% NaClO 5 min - 4 4 100
21
. 70% EtOH 1 min +
Sorento x Baltiko 506 NaClO 2 min - 4 3 75
. 70% EtOH 30s +
Sorento x Baltiko 0,01 HgCl, 3 min - 4 0 0

SUMA 73 38 52

Whioski

1. Optymalnym terminem pobierania zarodkéw pszenzyta przeznaczonych do procedury embryo
rescue jest czas pomigdzy 18 a 21 dniem po zapyleniu, natomiast w przypadku niedojrzalych
ziarniakow jest to 21 dni po zapyleniu.

2. Sterylizacja zarodkow z wykorzystaniem NaClO skutkuje obnizeniem ilo$ci otrzymanych
regenerantow w pordwnaniu do sterylizacji z wykorzystaniem etanolu, co wynika prawdopodobnie
z uszkodzenia zarodka przez czynnik sterylizujacy.

3. Najskuteczniejszym sposobem uniknigcia zakazen w przypadku wykladania na pozywke
niedojrzalych ziarniakéw jest ich sterylizacja powierzchniowa za pomoca nieszaniny etanolu z
podchlorynem sodu lub chlorkiem rteci.

Temat badawczy 5: Analizy molekularne uzyskanych mieszancéw.
Cel tematu badawczego

Celem zadania 5 byto powierdzenie charakteru mieszancowego mieszancow uzyskanych w poprzednim
sezonie wegetacyjnym oraz analiza ekspresji genow kodujacych enzymy szlaku biosyntezy giberelin w
niskich oraz wysokich roslinach pochodzacych z kombinacji krzyzéwkowej [(Jana X Tempo) x Jana] X
Aegilops juvenalis.

Materialy i metody

1. Potwierdzenie charakteru mieszanicowego wybranych form uzyskanych w poprzednim sezonie
wegetacyjnym.

Materiat badan stanowilo 6 mieszancéw oddalonych uzyskanych metoda krzyzowania pomig¢dzy
2 gatunkami z rodzaju Aegilops (Aegilops columaris, Aegilops perigrina) oraz 3 odmianami pszenicy
zwyczajnej (Alfold, Demetra, Poshuk):
* Aegilops columaris x Demetra (2 mieszance),
* Aegilops columaris < Poshuk (1 mieszaniec),
*  Aegilops perigrina x Alfold (3 mieszance).
Do badan wlaczono rowniez wszystkie genotypy rodzicielskie.

Z poletek do$wiadczalnych pobrano mtode, nieporazone liscie badanych mieszancéw oraz form
rodzicielskich, a nastgpnie przechowane do czasu analiz w temperaturze -80°C. Izolacje DNA z
materialu roslinnego przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu kolumienkowego
GeneMATRIX Plant & Fungi DNA Purification Kit (EURx). Po izolacji oceniono stezenie oraz
czystos¢ uzyskanych preparatow DNA za pomocg spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific) oraz wykonano niezb¢dne rozcieniczenia.



Uzyskane DNA wykorzystano jako matryce¢ do reakcji w systemie marker6w SRAP wedtug
metody opracowanej przez Li i Quiros (2001). Celem prowadzonej analizy bylo potwierdzenie
charakteru mieszancowego analizowanych genotypdéw. W pierwszym etapie badan przetestowanych
zostalo 45 kombinacji starteréw F i R (tab. 13). Na podstawie uzyskanych wynikéw wybrano 4 pary
starterow, ktore charakteryzowaty sie najwyzszg ilosciag amplifikowanych produktéw, potwierdzajacych
charakter mieszancowy badanych genotypow.

Wykorzystana w PCR mieszanina reakcyjna o objetosci 15 pl zawierata: 1 % bufor do PCR (10
mM Tris pH 8.8, 50 mM KCI, 0.08% Nonident P40) (Thermo Scientific), 60 ng genomowego DNA,
160 pM kazdego dNTP, 5,3 pM kazdego startera, 1,2 mM MgCl, oraz 0,5 U Tag DNA Polymerase
(Thermo Scientific). Reakcje przeprowadzone zostaly na termocyklerze T1 Biometra przy zastosowaniu
nastgpujacego profilu termicznego: wstgpna denaturacja w temperaturze 94°C przez 5 minut, nastepnie
5 cykli: denaturacja 94°C — 1 min., przylaczanie starterow 37°C — 1 min., wydluzanie starterow 72°C —
1 min. Kolejne 35 cykli przeprowadzono zgodnie z profilem: denaturacja 94°C — 1 min., przylaczanie
starterow 50°C — 1 min., wydtuzanie starterow 72°C — 1 min oraz koncowa inkubacja w temperaturze
72°C przez 7 minut. Otrzymane produkty amplifikacji rozdzielono elektroforetycznie na 2% zelu
agarozowym zawierajagcym 0,01% bromku etydyny w buforze 1xTBE (89 mM Tris-borate, 2.5 mM
EDTA). Rozdziat prowadzono przy napieciu 120 V przez 4 godziny.

Tabela 13. Sekwencje testowanych starterow SRAP.

sljaizt?:a Sekwencja 5’ - 3’
Startery F
mel TGAGTCCAAACCGGATA
me3 TGAGTCCAAACCGGAAT
me4 TGAGTCCCAACCGGACC
me5 TGAGTCCAAACCGGAAG
me6_1 TGAGTCCAAACCGGACA
me7 TGAGTCCAAACCGGTTG
me8 TGAGTCCAAACCGGTGC
mel0_2 TGAGTCCAAACCGGGAC
mell TGAGTCCAAACCGGAAC
mel3 TGAGTCCAAACCGGAAA
me22 TGAGTCCAAACCGGGCA
F14 TGAGTCCAAACCGGAAC
meDC1 TAAACAATGGTCACTCAAGG
meOD3 CCAAAACCTAAAACCAGGA
meSA4 TTCTTCTTCCTGGACACAAA
Startery R
em3 GACTGCGTACGAATTGAC
em4 GACTGCGTACGAATTTGA
em5 2 GACTGCGTACGAATTAAC
emb6 GACTGCGTACGAATTGCA
em?7 GACTGCGTACGAATTCAA
em§ GACTGCGTACGAATTCAC
eml0 2 GACTGCGTACGAATTCAT
emll GACTGCGTACGAATTTCG
eml3 GACTGCGTACGAATTGGT
eml4 2 GACTGCGTACGAATTCTT
eml5 GACTGCGTACGAATTCTG
eml6 GACTGCGTACGAATTCGG
eml7 GACTGCGTACGAATTCCA
SRAP R TGAGTCCAAACCGGATA




2. Analiza ekspresji genow kodujgcych enzymy szlaku biosyntezy giberelin w niskich oraz wysokich
roslinach pszeniyta.

W ramach zadania przeprowadzono rowniez analize ekspresji genow szlaku biosyntezy
giberelin GA3ox 1 GA20ox z wykorzystaniem sond molekularnych w reakcji qPCR. Materiat badan
stanowity ros§liny wysokie oraz niskie pochodzace z kombinacji krzyzéwkowej [(Jana x Tempo) xJana]
x Aegilops juvenalis.

W pierwszym etapie wykonano izolacje catkowitego RNA z badanego materiatu ro§linnego. W
tym celu ziarniaki badanych form poddano sterylizacji powierzchniowej za pomoca gazowego chloru
przez 5 godzin. Nastepnie sterylne powierzchniowo ziarniaki badanych form roslin niskich i wysokich
wykladano na wilgotna bibute na szalkach Petriego i umieszczano w kietkowniku w temperaturze 25°C,
wilgotnosci 85% bez dostgpu Swiatta. Po trzech dniach siewki przeniesiono do kuwet wypetnionych
perlitem i umieszczono w fitotronie w warunkach fotoperiodu 16 h dziefi/8 h noc i temperaturze 24°C.
Po siedmiu dniach siewki badanych form pobierano i natychmiast zamrazano w ciektym azocie. Przed
przystapieniem do izolacji RNA sprzet i materiaty plastikowe wyplukano 0,1% roztworem DEPC i
sterylizowano w autoklawie, natomiast powierzchnie robocze poddano dekontaminacji za pomoca
RNaseZap (Ambion). Calkowity RNA wyizolowano przy zastosowaniu manualnej metody izolacji z
wykorzystaniem odczynnika TRIzol (Ambion) wg. protokolu zalecanego przez producenta. Kazda
probe analizowano w dwoéch powtdrzeniach biologicznych. Uzyskane preparaty genomowego RNA
poddano ocenie jako$ciowej i iloSciowej za pomoca spektrofotometru NanoDrop 2000, ponadto ich
integracje oceniono na 2% zelu agarozowym wybarwionym EtBr. Nastgpnie dla kazdej z form 1 pg
wyizolowanego RNA wykorzystany zostat jako matryca do odwrotnej transkrypcji na cDNA, przy
zastosowaniu komercyjnego zestawu odczynnikéw SuperScript® VILO™ c¢DNA Synthesis Kit
(Invitrogen) wedtug instrukcji producenta zestawu. Uzyskany cDNA stanowil matryce¢ do ilo$ciowej
analizy transkryptow badanych gendéw technika qPCR. Analizg¢ ekspresji badanych genéw
przeprowadzono z wykorzystaniem sond typu TagMan znakowanych FAM i BHQ1. Mieszanina
reakcyjna o objetosci koncowej rownej 20 pl zawierala 1- TagMan Gene Expression Master Mix
(Applied Biosystems), po 400 nM kazdego startera, 250 nM znakowanej sondy oraz 80 ng cDNA.
Wszystkie analizy wykonane zostaty w trzech powtdrzeniach technicznych. Jako gen referencyjny
wykorzystano zwalidowany uprzednio pod katem stabilno$ci ekspresji w warunkach eksperymentu gen
kodujacy ligaze ubikwityny E3 (Ta.35546).

W przypadku wszystkich analizowanych genoéw specyficzne sekwencyjnie startery oraz sondy
do qPCR projektowano samodzielnie na bazie sekwencji kodujacych badanych gendéw pozyskanych z
baz danych TIGR Plant Transcript Assemblies oraz UniGene (NCBI), stosujac oprogramowanie
Primer3. Analizy qPCR wykonano przy zastosowaniu aparatu Mx3005P (Stratagene) wraz z
dedykowanym oprogramowaniem MxPro. Zmiany ekspresji badanych genéw w genotypie niskim w
pordwnaniu z forma wysoka opisano stosujac algorytm 2%“* (Livak i Schmittgen 2001).

Wyniki

1. Potwierdzenie charakteru mieszanicowego wybranych form uzyskanych w poprzednim sezonie
wegetacyjnym.

W wyniku przeprowadzonych analiz z wykorzystaniem markerow w systemie SRAP
potwierdzono charakter mieszancowy 6 genotypow pochodzacych z krzyzowania odmian pszenicy
zwyczajnej z dzikimi gatunkami z rodzaju Aegilops wg. kombinacji: Aegilops columaris * Demetra (11,
12), Aegilops columaris x Poshuk (K1), Aegilops peregrina x Alfold (P1, P2, P3).

Wsrod wszystkich badanych par starterow najefektywniejsza okazata si¢ by¢ para F14+em?7, za
pomoca ktorej uzyskano 16 fragmentéw potwierdzajacych mieszancowy charakter uzyskanych form.
Pary starter6w me22+eml14 2 oraz meSA4+em16 amplifikowaly po 12 fragmentéw potwierdzajacych
mieszancowy charakter, za§ 11 takich fragmentéw zostato uzyskanych przy pomocy pary starterow
me22+eml5 (tab. 14, fot. 1).

Z wykorzystaniem pary F14+em7 uzyskano 7 amplikonow o dtugosci: 320 bp, 400 bp, 510 bp,
550 bp, 740 bp, 790 bp, 900 bp potwierdzajacych obecno$¢ materiatu genetycznego odmiany Demetra,
oraz 2 amplikony (445 bp, 450 bp) potwierdzajace obecno$§¢ materiatu genetycznego z Aegilops
columnaris w mieszancach I1 oraz 12. W przypadku mieszanca K1 7 amplikonow (320 bp, 400 bp, 510
bp, 550 bp, 740 bp, 790 bp, 900 bp) wykazato analogi¢ z odmiang Poshuk, natomiast 2 amplikony (445
bp, 450 bp) analogi¢ z Ae.columaris. Dla mieszancow P1, P2 oraz P3 zidentyfikowano 8 amplikonow
(120 bp, 250 bp, 490 bp, 550 bp, 610 bp, 750 bp, 790 bp, 800 bp) potwierdzajacych obecnos¢ sekwencji



pochodzacych z pszenicy odmiany Alfold oraz 2 produkty (150 bp, 410 bp) dla sekwencji pochodzacych
z Ae. peregrina.

Z wykorzystaniem pary me22+eml4 2 uzyskano 3 amplikony (130 bp, 605 bp, 710 bp)
potwierdzajace obecnos¢ gendow pochodzacych z odmiany Demetra oraz 3 (210 bp, 350 bp, 410 bp)
potwierdzajace pokrewienstwo z Aegilops columnaris w mieszancach 11 oraz 12. 3 amplikony (50 bp,
605 bp, 710 bp) wykazato analogi¢ z odmiang Poshuk, oraz 3 (210 bp, 350 bp, 410 bp) podobienstwo z
Ae. columaris w mieszancu K1. Natomiast 6 amplikonéw (50 bp, 130 bp, 420 bp, 490 bp, 550 bp, 600
bp) potwierdzito obecnos¢ gendow pochodzacych z odmiany pszenicy Alfold oraz 2 produktow (200 bp,
215 bp) dla sekwencji pochodzacych z Ae. peregrina w mieszancach P1, P2 oraz P3.

Z wykorzystaniem pary meSA4+em16 uzyskano 3 amplikony (wielko$¢ produktow: 140 bp,
650 bp, 780 bp) potwierdzajace obecno$¢ materiatu genetycznego pochodzacego z odmiany Demetra,
oraz 2 amplikony (400 bp, 560 bp) potwierdzajacych pokrewienstwo z Aegilops columnaris w
mieszancach I1 oraz I12. Dla mieszanca K1 3 amplikony (wielko$¢ produktow: 140 bp, 650 bp, 780 bp)
wykazaty podobienstwo z odmiang Poshuk, oraz 2 amplikony (400 bp, 560 bp) podobienstwo z Ae.
columaris, natomiast 6 amplikonéw (140 bp, 280 bp, 310 bp, 380 bp, 690 bp, 800 bp) potwierdzito
obecnos¢ genow pochodzacych z pszenicy odmiany Alfold oraz 3 produkty (420 bp, 590 bp, 1100 bp)
pochodzacych z Ae. peregrina w mieszancach P1, P2 oraz P3.

Tabela 14. Wyniki analiz w celu potwierdzenia charakteru mieszaficowego z zastosowaniem markerow
SRAP.

Wielkos¢ Aegilops Aegilops
Startery fragmentu Demetra 11 12 . K1  Poshuk Y . P1 P2 P3  Alfold
[bp] columnaris perigrina
50 + + + + + +
130 + + + +
200
210 + + + + + +
215 +
350 + +
me22+eml14_2 410 4 4
420 + + + +
490 + + + +
550 + + + +
600 + + + + + + + + +
710 + + + + +
80 + + + +
190 + + + + + + + + +
210 + + + +
280 + + + +
320 + + + + + + +
me22+eml15 350 + +
355 +
430 + + + + + + +
510 + + +
680 + + + +
800 + + + + + + +
140 + + + + + + + + +
280 + + + +
310 + + + +
380 + + + +
400 + + + +
420 + + + +
meSA4+em16 560 + + n n
590 + + + +
650 + + + + +
690 + + + +
780 + + + + + + + + +
1100 + + + +
120 + + + +
150 + + + +
250 + + + +
320 + + + + +
400 + + + + +
Fl4+em17 410 + + + +
445 + + + +
450 + + + +
490 + + + +
510 + + + + +

550 + + o+ + + + + + +



610 + + + +
740 + + + + + + + + +
790 + + + + + + + + +
800 + + + +
900 + + + + +

5 6789 1011 M1 5 7 8 5% 6 i B 9F 10 11 M S 25 SEassE6S e 16* 1910111 i

Fot. 1. Elektroforegram produktéw reakcji amplifikacji w systemie SRAP z zastosowaniem par starterow
me22+em14 2 (1); me22+eml5 (2); meSA4+em16 (3); F14+em17 (4). M- marker wielkosci GeneRuler 100 bp
Plus DNA Ladder, 1. Demetra, 2. 11, 3. 12, 4. Aegilops columnaris, 5. K1, 6. Poshuk, 7. Aegilops peregrina, 8. P1,
9. P2, 10. P3, 11. Alfold.

2. Analiza ekspresji genow kodujqgcych enzymy szlaku biosyntezy giberelin w niskich oraz
wysokich roslinach pszenziyta.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, iz poziom ekspresji wszystkich badanych
gendw roznit si¢ w analizowanych genotypach. W przypadku genéw GA20ox oraz GA3ox, kodujacych
enzymy odpowiedzialne za przeksztalcenie nieaktywnych prekursoréw do form giberelin wykazujacych
aktywnos¢ biologiczng obserwowano spadek ilosci transkryptéw w formie niskiej w poréwnaniu do
formy wysokiej, odpowiednio 0,52- oraz 0,82- (Rys. 1a, 1b).

GA200x

0,2 -

Log Fold Change to Cal. (Log base 2) (dR)
Q)
D
1

CZR 876/01 CZR 891/01
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GA3ox

0,4 -
0,2 -

——

0,2 -
0,4 -
0,6 -
-0,8 A

1,2 -
1,4 -

Log Fold Change to Cal. (Log base 2) (dR)

CZR 876/01 CZR 891/01
Genotype

b)

Rys. 1. Wzgledna zmiana ekspresji analizowanych genéw w krotkostomym genotypie pszenzyta CZR 876/01 w
poréwnaniu z genotypem wysokim CZR 891/01.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze jednym z czynnikow decydujacych o karfowym fenotypie roslin

pszenzyta pochodzacych z rodu CZR 876/01 jest niedobor bioaktywnych form giberelin, spowodowany
zahamowaniem ich biosyntezy w wyniku ostabienia ekspresji genéw GA20ox oraz GA3ox.

Whioski

Przeprowadzone analizy oparte o markery SRAP potwierdzily mieszancowy charakter
genotypow uzyskanych w wyniku krzyzowan: Aegilpos columaris < Demetra, Aegilops
columaris x Poshuk oraz Aegilops peregrina x Alfold.

2. Jednym z czynniko6w warunkujacych kartowy fenotyp roslin pszenzyta [(Jana X Tempo) %Jana]
x Aegilops juvenalis zawierajacych nowy gen kartowatosci jest ostabienie ekspresji genow
GA200x oraz GA3ox na poziomie transkrypcji.
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Zalacznik 1

Analiza wptywu nowego genu kartowatosci na dtugos¢ i
srednice miedzywezli roslin pszenzyta

Justyna Les$niowska-Nowak, Michat Nowak, Daniela Gruszecka, Aleksandra Gogoét,
Sylwia Rég, Krzysztof Kowalczyk

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
justyna.lesniowska@up.lublin.pl

WSTEP

Kartowato$¢ oraz geny obnizajgce wysokos¢ roslin byty szeroko wykorzystywane w
miedzynarodowych programach hodowli roslin uprawnych od czasu tzw. ,zielonej rewoluciji”.
W hodowli pszenzyta redukcja dtugosci zdzbta moze miec korzystny wptyw na wzrost plonu
ziarna poprzez lepsze rozprowadzanie asymilatéw, co skutkuje lepszym rozwojem ktosa oraz
ograniczonym wyleganiem. W przypadku pszenzyta dotychczas w praktycznej hodowli
wykorzystuje sie jedynie pochodzacy z zyta gen kartowato$ci Dwl zlokalizowany na
chromosomie 5R.

CEL PRACY

Celem pracy byta ocena wptywu nowego genu kartowatosci na wysoko$¢ roslin pszenzyta.
Materiat badan stanowity rodliny pokolenia F, pochodzgce z kombinacii krzyzéwkowej [(Jana
x Tempo) x Jana] x Aegilops juvenalis.

MATERIAL | METODY

W pierwszyml etapie prac przeprowadzono krzyzowanie pojedynczej rosliny krotkostomej i
wysokiej. W wyniku tego krzyzowania uzyskano dwie rodliny F,, z ktérych wyprowadzono dwie
segregujqde populacje F,. Pojedynki oceniane byty pod katem wysokosci rodliny, a takze
dtugosci praz $Srednicy kazdego z miedzyweizli. Analizy statystyczne badanych cech na
poziomie/ istotnosci rownym 0,05 zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem programu SAS
v.9.2.

niku przeprowadzonych analiz nie stwierdzono réznic istotnych statystycznie pod
srednicy poszczegdlnych miedzywezli. Pod wzgledem wysokosci rosliny

skrdceniu, do poziomu, jaki wystepowat w roslinach kartowych ulegto pierwsze z nich, czyli

doktosie oraz miedzyweiZle trzecie, ktérego dtugos¢ byta posrednia pomiedzy obiema

formami rodzicielskimi. Miedzywezla drugie, czwarte oraz pigte nie réznity sie istotnie od formy

dtpgostomej (Rys 2.). Analogiczne wyniki uzyskano dla obu analizowanych populacii

sggregujgcych. Uzyskany wynik wskazuje, iz badany gen kartowatodci wptywa istotnie na

rgdukcje dtugosci dwoch miedzywesli: pierwszego oraz trzeciego w  rodlinach
ieszancowych.

Wysoko$é roslin

ZR 8 ZR 891/01 876/01 x CZR 891/01

Rys. 1. Rozktad wysokosci roslin Rys. 2. Rozktad d+ugo§ci mledZyWQZ,“




Zalacznik 2

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY

w Lublinie

Molekularna identyfikacja mieszancow
oddalonych zboz.

Gogot Aleksandra, Lesniowska-Nowak Justyna, Nowak Michat, Gruszecka Daniela
Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin, UP w Lublinie.
Adres kontaktowy: aleksandra.gogol@up.lublin.pl

‘Wstep

Klasyczna hodowla roSlin  wykorzystuje krzyzowanie generatywne
pomigdzy zréznicowanymi genetycznie roslinami w obrgbie gatunku w celu
zwigkszenia puli genowej i wprowadzania nowych cech tj. odpornosci na
niekorzystne warunki $rodowiska m.in. susze i1 wysokie temperatury,
odpornosci na patogeny oraz poprawg cech jakosciowych i ilosciowych. Jednak
czgsto wazne uzytkowo cechy mozna spotka¢ jedynie wsrod odlegtych
taksonomicznie ro$lin nalezacych do innych gatunkéw, a nawet rodzajow.

Zrbdtem odpornosci na choroby w hodowli pszenicy zwyczajnej (Triticum
aestivum L.) moga by¢ rézne gatunki z obrebu rodzaju Aegilops. W srodowisku
naturalnym przenikanie genéw pomigdzy daleko spokrewnionymi oraz
niespokrewnionymi osobnikami zachodzi niezmiernie rzadko. W celu
przyspieszenia tego procesu hodowla roslin wykorzystuje metodg
otrzymywania mieszancéw oddalonych, ktore beda posiadaty pozadane cechy.

Material i metody badan

Materialem badan bylo 6 mieszancow oddalonych (2 mieszance
o kombinacji Ae. columaris x Demetra (Il oraz 12), mieszaniec
Ae. columaris x Poshuk (K1) oraz 3 mieszance o kombinacji Aegilops
peregrina  x Alfold (P1, P2, P3) uzyskane metoda krzyzowania pomigdzy
2 gatunkami z obrgbu rodzaju Aegilops (Aegilops columaris, Aegilops
peregrina) oraz odmianami pszenicy zwyczajnej (Alfold, Demetra, Poshuk).
Genotypy kozieficow wykorzystane do krzyzowan byly odporne na rdze
brunatna pszenzyta i zostaly wczesniej wyselekcjonowane na podstawie testow
odpornoéci  zywiciel — patogen. W celu potwierdzenia charakteru
mieszancowego do analiz wiaczone zostaly rowniez formy rodzicielskie
odmian pszenicy zwyczajnej oraz 2 gatunki z obrgbu rodzaju Aegilops.
Analizy zostaly przeprowadzone metoda SRAP (Li i Quiros 2001).
Przetestowano 45 réznych kombinacji dostgpnych starteréw F i R (Tab1.).

Nazwa startera Sekwencja 5 3’ Nazwa startera Sekwencja 5 -3’
mel TGAGTCCAAACCGGATA em3 GACTGCGTACGAATTGAC
me3 TGAGTCCAAACCGGAAT emd GACTGCGTACGAATTTGA
med TGAGTCCCAACCGGACC ems_2 GACTGCGTACGAATTAAC
meS TGAGTCCAAACCGGAAG em6 GACTGCGTACGAATTGCA
me6_1 TGAGTCCAAACCGGACA em7 GACTGCGTACGAATTCAA

E § em8 GACTGCGTACGAATTCAC
2
% me7 TGAGTCCAAACCGGTTG i em10_2 GACTGCGTACGAATTCAT
H :
a EE G ARIOTIENEE | emll GACTGCGTACGAATTTCG
mel0 2 TGAGTCCAAACCGGGAC
mell TGAGTCCAAACCGGAAC eml3 GACTGCGTACGAATTGGT
mel3 TGAGTCCAAACCGGAAA emld 2 GACTGCGTACGAATTCTT
me22 TGAGTCCAAACCGGGCA eml5 GACTGCGTACGAATTCTG
Fl4 TGAGTCCAAACCGGAAC eml6 GACTGCGTACGAATTCGG
meDC1 TAAACAATGGTCACTCAAGG eml? GACTGCGTACGAATTCCA
meOD3 CCAAAACCTAAAACCAGGA
meSA4 TTCTTCTTCCTGGACACAAA S T AaactoaaTA

Tab.1. Sekwencje starteréw SRAP (Forward i Reverse) wykorzystanych w badaniach.
Wyniki badan

W wyniku przeprowadzonych analiz z wykorzystaniem réznych kombinacji
starterow SRAP (Tab.l.) potwierdzono mieszaficowy charakter uzyskanych
mieszancow o kombinacjach: Aegilops columaris X Demetra, Aegilops
columaris X Poshuk, Aegilops peregrina X Poshuk.

Wsrod wszystkich badanych par starterow najefektywniejsza okazala sig
by¢ para Fl4+em7 (Tab.2., Rys.l.). Z wykorzystaniem tej pary uzyskano
16 fragmentéw potwierdzajacych mieszancowy charakter uzyskanych
mieszancow. Pary starter6w me22+em14 2 oraz meSA4+em16 amplifikowaly
po 12 fragmentdéw potwierdzajacych mieszancowy charakter uzyskanych form,
za$ takich 11 fragmentéw zostalo uzyskanych przy pomocy pary starterow
me22+eml5 (Tab.2., Rys.1.).

Z wykorzystaniem pary Fl4+em7 uzyskano 7 amplikonow (wielko§é
produktow: 320pz, 400pz, S510pz, 550pz, 740pz, 790pz, 900pz)
potwierdzajacych obecno$¢ genéw pochodzacych z odmiany Demetra, oraz
2 amplikony (445pz, 450pz) potwierdzajacych pokrewienstwo z Aegilops
columnaris w mieszancach 11 oraz 12 o kombinacji Ae. columaris X Demetra.
7 amplikonoéw (wielko§¢ produktow: 320pz, 400pz, 510pz, 550pz, 740pz,
790pz, 900pz) wykazato podobienstwo z odmiana Poshuk, oraz 2 amplikony
(445pz, 450pz) podobienstwo z Ae.columaris w mieszancu K1 o kombinacji
Ae.columaris X Poshuk. Natomiast 8 amplikonow (120pz, 250pz, 90pz, 550pz,
610pz , 750pz, 790pz, 800pz) potwierdzito obecno$é gendéw pochodzacych
z odmiany pszenzyta Alfold oraz 2 produkty (150pz, 410pz) gendw
pochodzacych z Ae. peregrina w mieszancach P1, P2 oraz P3 o kombinacji
Aegilops peregrina x Alfold (Rys.1.).

Z wykorzystaniem pary me22+eml4_2 uzyskano 3 amplikony (wielko$¢
produktow: 130pz, 605pz, 710pz) potwierdzajace obecnos¢ genow
pochodzacych z odmiany Demetra, oraz 3 (210pz, 350pz, 410pz)
potwierdzajace pokrewienstwo z Aegilops columnaris w mieszancach 11 oraz
12 o kombinacji Ae. columaris X Demetra. 3 amplikony (wielko$¢ produktow:
50pz, 605pz, 710pz) wykazato podobiefistwo z odmiang Poshuk, oraz 3 (210pz,
350pz, 410pz) podobienstwo z Ae. columaris w mieszancu K1 o kombinacji
Ae. columaris X Poshuk. Natomiast 6 amplikonow (50pz, 130pz, 420pz, 490pz,
550pz, 600pz) potwierdzilo obecno$¢ gendow pochodzacych z odmiany
pszenzyta Alfold oraz 2 produktow (200pz, 215pz) genéw pochodzacych
z Ae. peregrina w mieszancach P1, P2 oraz P3 o kombinacji Aegilops
peregrina x Alfold (Rys.1).

Z wykorzystaniem pary meSA4+eml6 uzyskano 3 amplikony (wielko$¢
produktow: 140pz, 650pz, 780pz) potwierdzajacych obecnos$¢ genow
pochodzacych z odmiany Demetra, oraz 2 amplikony (400pz, 560pz)
potwierdzajacych pokrewienstwo z Aegilops columnaris w mieszancach I1 oraz
12 o kombinacji Ae. columaris X Demetra. 3 amplikonow (wielko$é
produktow: 140pz, 650pz, 780pz) wykazato podobienstwo z odmiang Poshuk,
oraz 2 amplikony (400pz, 560pz) podobienstwo z Ae. columaris w mieszaficu
K1 o kombinacji Ae. columaris X Poshuk. Natomiast 6 amplikonéw (140pz,
280pz, 310pz, 380pz, 690pz, 800pz) potwierdzito obecnos¢ genow
pochodzacych z odmiany pszenzyta Alfold oraz 3 produkty (420pz, 590pz,
1100pz) pochodzacych z Ae. peregrina w mieszancach P1, P2 oraz P3
o kombinacji Aegilops peregrina x Alfold (Rys.1.).
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132 - mieszarice o kombinacji kombinacji Ae. columaris x Demetra
3 - mieszafice o kombinacji kombinacji Ae. columaris x Poshuk
43536 - mieszafice o kombinacji Ae.peregrina x Alfold

Tab.2. Potwi oddalonych z wykorzystaniem techniki SRAP.

011 M1 234 9 M1 2 3 78 910111

Rys.l. Reakcje z udzialem starteréw 1- me22+eml4_2; 2- me22+eml5; 3- meSA4+eml6;
4- Fl4+em17. M- marker wielkosci GeneRuler 100bpPlus, 1-Demetra, 2- 11, 3-12, 4-Aegilops
columnaris, 5- K1, 6- Poshuk, 7- Aegilops peregrina, 8- P1,9-P2, 10-P3, 11- Alfold.

Whnioski
® Przeprowadzone analizy potwierdzily mieszancowy charakter uzyskanych

mieszancow o kombinacjach: Ae.columaris X Demetra, Ae.columaris X
Poshuk, Aegilops peregrina x Alfold.

Najefektywniejsza para starterow w przeprowadzonych analizach okazata si¢
by¢ para Fl4+em7. Z wykorzystaniem tej pary starteréw uzyskano
16 fragmentéw potwierdzajacych mieszancowy charakter uzyskanych
mieszancow.



