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SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE

z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2017 roku

A. INFORMACJE OGOLNE

Tytut zadania Mapowanie sprze¢zeniowe i asocjacyjne owsa zwyczajnego

Numer zadania (w zatgcezniku nr 8 do rozporzqdzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015 r. w sprawie stawek
dotacji przedmiotowych dla réznych podmiotéw wykonujqcych zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. z 14 sierpnia 2015 r. poz. 1170)) 30

Planowany okres realizacji zadania 12 miesiecy
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Telefon: 81-445-60-66; Fax: 81-533-35-49, e-mail: biuro.rektora@up.lublin.pl




C. INFORMACJA O WYKONAWCACH
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kierownik zadania
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miejsce zatrudnienia

Edyta Paczos-Grzeda

dr

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
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wykonawcy zadania
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dr hab., prof. IHAR
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sekretariatu jednostki organizacyjnej zatrudniajqcej kierownika zadania, e-mail kierownika; telefon do oraz dane osoby,
Z ktorqg mozna sig kontaktowac w razie nieobecnosci kierownika zadania)

Edyta Paczos-Grzeda, dr

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
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D. OPIS ZADANIA

1. Cele zadania

Czy cel zostal
zrealizowan
Lp. Cel (tak/nie g
/czedciowo')
Precyzyjne fenotypowanie wczesnych pokolen
1. mieszancow.  Wyprowadzanie  Kkolejnych  populacji TAK
mapujacych.
Kontynuowanie rozmnozen materiatow przeznaczonych do
2. uzyskania zaawansowanych mie¢dzyodmianowych i TAK
miedzygatunkowych rekombinacyjnych linii wsobnych.
Opracowanie mapy genetycznej bazujgcej na populacji
3. mapujacej RIL ES56 wyprowadzonej w oparciu 0 TAK
krzyzowanie biparentalne A. fatua_ 216 x A. sativa ‘Sam’.
4. Analiza polimorfizmu zestawow linii bliskoizogenicznych. TAK
5. Analiza asocjacyjna wysokosci linii i odmian A. sativa. TAK
Identyfikacja markerow genetycznych sprzezonych z
6 obecnoscia genu DW7 w oparciu o analiz¢ polimorfizmu TAK
' SRAP i proba konwersji na marker SCAR produktu RAPD
X3. Opracowanie markera STS dla genu Dw?7.

2. Harmonogram realizacji zadania

Harmonogram realizacji zadania nalezy sporzqdzi¢c w tabeli, dla kazdego z planowanych tematéw badawczych
z uwzglednieniem ilosci planowanych testow/prob/linii na ktorych prowadzone bedq badania. Prosze podaé koszty realizacji

poszczegolnych tematow badawczych.

Prosze wyréznié etapy (tematy badawcze), okresli¢ czas ich trwania w miesigcach od rozpoczecia projektu i przewidywane
koszty. Terminy realizacji tematow badawczych mogg si¢ zazebiaé. Suma kosztow tematéw badawczych musi byé réwna

catkowitemu kosztowi zadania.

Termin rozpoczecia —
zakonczenia realizacji
Lp. Nazwa tematu badawczego tematu badawczego w
miesigcach od rozpoczecia
realizacji zadania
Kontynuacja rozmnozen populacji mapujacych.
1 Fenotypowanie mieszancow F; oraz 311
" | rekombinacyjnych linii wsobnych.
(potaczone tematy 1 i 2 opisu wieloletniego)
Ukierunkowane profilowanie DNA z
2. | wykorzystaniem systemow sekwencyjnych. 1-12
(potaczone tematy 3 i 6 opisu wieloletniego)
3 Konstrukcja mapy genetycznej. 4-12
" | (temat 7 opisu wieloletniego)
Analiza asocjacyjna 370 linii i odmian. Identyfikacja
4. |i testowanie potencjalnych markerow asocjowanych z 3-12
cechami. (potaczone tematy 8 i 9 opisu wieloletniego).




3. OpIS tematow badawczych (nalezy sporzqdzi¢ opis dla tematéw badawczych wymienionych w tabeli powyzej;
kolejnos¢ zgodnie z tabelg powyzej)

3. 1. Kontynuacja rozmnozen populacji mapujacych. Fenotypowanie mieszancéw F; oraz
rekombinacyjnych linii wsobnych.

Cel tematu badawczego 1

* Wyprowadzenie miedzygatunkowych populacji mapujacych.

* Fenotypowanie 10 kombinacji mieszancowych F; uzyskanych w roku poprzednim.

* Fenotypowanie mi¢dzygatunkowej populacji mapujacej RIL ES2 A. sterilis x A. sativa.
* Kontynuacja rozmnozen w kierunku RIL populacji E52, E337 1 E101.

Materiaty i metody

W celu wyprowadzenia miedzygatunkowych populacji mapujacych: A. fatua x A. sterilis oraz A.
sterilis x A. fatua przeprowadzono krzyzowania:

A. sterilis (1 genotyp) x A. fatua (2 genotypy) — 2 kombinacje
A. fatua (1 genotyp) x A. sterilis (2 genotypy) — 2 kombinacje

Kastrowanie ro$lin rozpoczgto na poczatku fazy kwitnienia. W wiesze kastrowanych byto kilkanascie
szczytowych kloskow, fragmenty wiech zostaly zaizolowane izolatorami z tomofanu do czasu
zapylenia. Po 3-4 dniach od usunig¢cia pylnikow na dojrzate znamiona zostal naniesiony pylek z
pylnikéw zebranych wczesniej z roslin ojcowskich. Po dwoch dniach zapylanie powtérzono. Izolatory
pozostawaty na roslinach az do zbioru, ktory przeprowadzono po osiagnigciu dojrzatosci woskowe;.
Na podstawie liczby wykastrowanych i zapylonych kwiatkow oraz liczby zawigzanych ziarniakow
okreslono efektywno$¢ krzyzowania.

Ocene fenotypowg przeprowadzono dla 10 kombinacji mieszancowych F; uzyskanych w roku
poprzednim. Kombinacje te reprezentowaty:

1) mieszance z dwoma genami karlowatosci Dw4, Dw6 lub Dw7 (3 kombinacje),
2) mieszance mi¢dzygatunkowe A. sativa x A. sterilis (1 kombinacja)
3) mieszance migdzygatunkowe A. fatua x A. sterilis oraz A. sterilis x A. fatua (6 kombinacji).

Wysiewano po 2 ziarniaki z kazdej kombinacji, ewentualnie 1 jesli w roku poprzednim nie uzyskano
wystarczajacej ilosci nasion. Wszystkie ro§liny F; poddano ocenie fenotypowej. Fenotypowanie roslin
F1 polegato na ocenie podstawowych walorow rolniczych ro$lin w warunkach laboratoryjnych.
Ocenione zostaty: wysokos$¢, liczba pedéw produkcyjnych i niedogondéw, dlugo$¢ wiechy, liczba
ktoskow, liczba 1 masa ziarniakdow z wiechy oraz masa ziarniakow z rosliny. W przypadku
mieszancow miedzygatunkowych nie zostaty ocenione: liczba i masa ziarniakéw z wiechy oraz masa
ziarniakow z ro$liny.

W fazie krzewienia z kazdej rosliny F; oraz kazdej ro§liny rodzicielskiej wykorzystanej w
krzyzowaniach pobrano i zamrozono w temp. -70°C fragmenty lisci w celu zabezpieczenia tkanki do
izolacji DNA w Kolejnych latach badan.

Fenotypowaniu poddano réwniez miedzygatunkowa populacie mapujaca RIL E52 A. sterilis x A.
sativa.

Z kazdej ze 150 linii oraz form rodzicielskich w 2 rzedach dtugos$ci 1m wysiano po 20 ziarniakow
kazdej linii. Fenotypowanie 10 roslin F, przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych. Oceniono:
wysokos$¢, liczba pedow produkcyjnych i niedogonow, dtugos¢ wiechy, liczba ktoskow, podatnosé na
osypywanie, obecnos¢ osci.



Zostaly rowniez rozmnozone kolejne pokolenia (Fs, Fg, F7) mieszancow miedzyodmianowych oraz
miedzygatunkowych w kierunku uzyskania RIL (populacje 52, 101, 337).

Nazwa populacji | Formuta krzyzowania Liczba linii Pokolenie
E52 A. sterilis 66 x Sam 150 (Fe, F7)
E101 STH 9787 x Bingo 160 (F7)

E337 Bingo x North Carolina 200 (Fs, Fe)

W rzedach dtugosci 0,5 m wysiewano ok. 25 ziarniakow z kazdej linii poszczegdlnych populacji. Tuz
przed kwitnieniem na 3 wiechy linii reprezentujacych populacje E52 zaktadano izolatory z tomofanu.
Po osiagnieciu pelnej dojrzatosci izolatory zebrano, a najladniejsze wiechy z kazdej linii wymtdcono.
Ziarniaki przeznaczono do rozmnozenia w roku kolejnym. W przypadku populacji E101 i E337
izolacji nie prowadzono. Z kazdej linii w fazie dojrzatosci wybrano i wymltdcono tylko jedng wieche,
a uzyskane z niej ziarniaki zostang wysiane w roku kolejnym.

Wyniki

W celu wyprowadzenie migdzygatunkowych populacji mapujacych A. fatua x A. sterilis oraz A. fatua
x A. sterilis przeprowadzono krzyzowania pomig¢dzy genotypami nalezacymi do poszczegdlnych
gatunkow. W krzyzowaniach miedzygatunkowych genotypy A. fatua i A. sterilis wykorzystano
zarébwno jako formy ojcowskie, jak i mateczne. Do krzyzowan jako formy mateczne wybrano 10
genotypoéw A. fatua oraz 7 genotypdéw A. sterilis, ktore krzyzowano odpowiednio z 7 genotypami A.
sterilis i 8 genotypami A. fatua. Ostatecznie zaplanowane kombinacje mieszancowe uzyskano dla
genotypu A. sterilis - 172 oraz A. fatua - 537 (Tab. 1). Wykorzystujac A. sterilis jako forme¢ mateczng
wykastrowano 400 kwiatkow w 35 wiechach, w tym 73 kwiatki w 7 wiechach genotypu 172. W
kombinacji z A. fatua 216 zawigzato si¢ 10 ziarniakow, a efektywnos$¢ wyniosta 18,18%, za§ w
kombinacji z A. fatua 526 uzyskano 1 ziarniak (5,51%). Efektywnos$¢ krzyzowan wahata si¢ w
zaleznosci od kombinacji krzyzowkowej od 0,00 do 18,18%. Wykastrowano 473 kwiatki w 44
wiechach A. fatua, w tym 51 kwiatkéw w 5 wiechach genotypu 537 uzyskujgc 55 mieszancowych
ziarniakow. W kombinacji A. fatua 537 z A. sterilis 66 otrzymano 18 ziarniakow, zas z A. sterilis 172
— 6 ziarniakow, a efektywnos¢ krzyzowania wyniosta odpowiednio 58,06% i 30,00%.

Tab. 1. Efektywnos¢ krzyzowan A. fatua x A. sterilis i A. sterilis x A. fatua.

_ Liczba Liczba Liczba Efektywnosé
Forma mateczna |Forma ojcowska| wykastrowanych | wykastrowanych | zawigzanych . .
i zapylonych wiech kwiatkow ziarniakéw krzyzowania
A. sterilis 172 A. fatua 216 5 55 10 18,18
A. sterilis 172 A. fatua 526 2 18 1 5,51
A. sterilis A. fatua 28 327 8 -
Suma 35 400 19 -
Srednia 11,43 0,54 4,75
A. fatua 537 A. sterilis 66 3 31 18 58,06
A. fatua 537 A. sterilis 172 2 20 6 30,00
A. fatua A. sterilis 39 422 31 -
Suma 44 473 55 -
Srednia - 10,75 1,25 11,62

Przeprowadzono rowniez fenotypowanie 10 kombinacji mieszancowych F; uzyskanych w roku
poprzednim. Reprezentowaty one: 1) mieszance z dwoma genami kartowato$ci Dw4, Dw6 lub Dw7 (3
kombinacje), 2) mieszance migdzygatunkowe A. sativa x A. sterilis (1 kombinacja), 3) mieszance
miedzygatunkowe A. fatua x A. sterilis oraz A. sterilis x A. fatua (6 kombinacji).




Tab. 2. Wyniki fenotypowania mieszancow Fi.
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mieszance 7 dwoma genami kartowatosci Dw4, Dwé6 lub Dw7

1|STH 8827 (Dw6) | North Carolina (Dw7) | 952/1 | 48 3 |1|15|58| 96 | 3,84 | 6,61

2| STH 9210 (Dw6) | Trelle Dwarf (Dw7) 955/1 | 58 8 | 2]15|85]| 150|549 | 8,65

2 | STH 9210 (Dw6) | Trelle Dwarf (Dw?7) 955/2 | 56 5 | 2]14|86|151 | 4,75 | 758

3| K7 NIL (Dw6) Trelle Dwarf (Dw7) 957/1 | 59 4 | 3]15|68|100 | 3,26 | 8,09

mieszanice miedzygatunkowe A. sativa x A. sterilis
4| Kasztan | A. sterilis 204 | 864/1 [ 147 | 6 |6]24]21] 29 [ 1,17 ] 548
mieszance migdzygatunkowe A. fatua x A. sterilis oraz A. sterilis x A. fatua

5| A. fatua 518 A. sterilis 172 939/1 | 128 | 3 |1 |26 |28| 58 | 187 | -

5| A. fatua 518 A. sterilis 172 939/2 | 137 | 2 |1 |27[30) 8 |289]|185

5| A. fatua 518 A. sterilis 172 939/3 | 131 | 7 |4 |26 |28 | 80 | 292 | 4,96

6 | A. fatua 523 A. sterilis 66 942/1 1120 | 4 |2 |23 |27 | 78 | 255 | 2,99

6 | A. fatua 523 A. sterilis 66 942/2 | 115 | 4 |3 |26 |37 | 98 | 3,27 | 4,87

7 | A. fatua 525 A. sterilis 66 945/1 | 147 | 7 |6 |28 |38 | 92 | 3,62 |10,72

7 | A. fatua 525 A. sterilis 66 945/2 1140 | 4 |3 |28|38| 95 |314|6,87

8 | A. sterilis As3 A. fatua 525 947 | 128 | 4 |5 |24 |22 | 59 [195| 3,38

9 | A. sterilis As6 A. fatua 520 948/1 | 131 | 5 |1 |25[31| 62 | 2,86 | 1,08

9 | A. sterilis As6 A. fatua 520 948/2 | 131 | 4 |3 | 24|26 | 79 | 247 | 4,45
10 | A. sterilis 172 A. fatua 525 937/1 1129 | 4 |2 |25|26| 69 | 243|518
10 [ A. sterilis 172 A. fatua 525 937/2 | 134 | 3 |3 |24 |27 | 79 | 2,95 | 5,65

Mieszance F;, w ktorych formg rodzicielska byta odmiana Trelle Dwarf byly wyzsze od mieszancow z
odmiang North Carolina o 8 do 11 c¢cm, byly tez silniej rozkrzewione (Tab. 2). Nie roznity si¢ pod
wzgledem dtugosci wiechy, ale liczba ktoskow byta wigksza w kombinacjach z Trelle Dwarf, anizeli z
North Carolina, przy czym dla mieszancow z tg forma u réoznych roslin warto$¢ ta wahata si¢ od 68 do
do 86. Podobne roznice obserwowano pod wzgledem liczby ziarniakow w wiesze, a u poszczegdlnych
roslin liczebnos$¢ ziarniakow wyniosta od 96 do 151. Masa ziarniakow z wiechy nie bylta skorelowana
z komponentem ojcowskim kombinacji mieszancowej. Masa ziarniakow z wiechy glownej w
kombinacji STH 8827 x North Carolina byta wyzsza niz masa ziarniakéw z wiechy kombinacji K7
NIL x Trelle Dwarf, a jednocze$nie nizsza anizeli w kombinacji STH 9210 x Trelle Dwarf.
Analizowano tylko jedna rosling F; A. sativa x A. sterilis, a ocenione cechy mialy wartosci
porownywalne do mieszancow A. sterilis x A. fatua, szczegélnie pod wzgledem wysokosci, dtugosci
wiechy i liczby ktoskoéw. Charakterystyczng cechg tej kombinacji byta bardzo mata ilos¢ ziarniakow z
wiechy, co wynikalo z niskiej ptodnosci kloska.

Mieszance F; A. sterilis x A. fatua oraz A. fatua x A. sterilis charakteryzowaly si¢ zblizona
wysokoscig, z wyjatkiem kombinacji, w ktorej jednym z komponentoéw krzyzéwania byt A. fatua 523,
w przypadku ktorej wysokos¢ roslin wyniosta odpowiednio 115 i 120 cm, podczas gdy pozostate
mieszance miedzygatunkowe mierzyly s$rednio 133,6 cm (128 — 147 cm). Liczba pedow
produkcyjnych i niedogonow byta zréznicowana i nie zalezata od kierunku krzyzéwania (Tab. 2).
Dhugos¢ wiechy u wszystkich mieszancéw byla poréwnywalna i zawierata si¢ w przedziale od 23 do
28cm. Liczba kloskow u mieszancow A. fatua x A. sterilis byta wyzsza (27 - 38), anizelu w
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kombinacjach A. sterilis x A. fatua (22 - 31). Masa ziarniakow z wiechy i masa pozostalych
ziarniakow z rosliny roznity si¢ w réznych kombinacjach mieszancowych, ale rdznice te nie byly
skorelowane z formutg krzyzéwania.

Fenotypowaniu poddano rowniez rekombinacyjne linie wsobne migdzygatunkowej populacji
mapujacej Fg E52 (A. sativa cv. Sam x A, sterilis 66) oraz formy rodzicielskie. Analizowano
wysoko$¢, liczbe pedow produkcyjnych i niedogonow, dlugos¢ wiechy, liczbe kloskéw, podatnosé na
osypywanie i obecno$¢ osci. Dokonywano oceny 10 roslin z kazdej linii RIL. W sumie ocenie
poddano 150 linii, czyli 1500 roslin pokolenia Fg oraz po 30 roslin form rodzicielskich.

Linie RIL Fg E52 charakteryzowaly si¢ wysoka zmienno$cig pod wzgledem niektérych cech, ponadto
u mieszancow obserwowa¢ mozna bylo przekroczenie wartosci obserwowanych dla cech
rodzicielskich i1 tego typu sytuacje odnotowano w przypadku wysokos$ci oraz dlugosci wiechy. W
porownaniu z formami rodzicielskimi warto$¢ tej cechy byta bardziej zblizona do A. sterilis, czyli
formy matecznej, anizeli A. sativa, czyli formy ojcowskiej

Celem zadania bylo roéwniez rozmnozenie kolejnych pokolen (Fs,Fg,F;) mieszancow
miedzyodmianowych oraz migdzygatunkowych w kierunku uzyskania RIL (populacje 52, 101, 337).

Tab. 3. Rozmnozenie kolejnych pokolen mieszancow.

Liczebnos$¢ roslin w pokoleniu Suma
Populacja Rodowod F E F roslin w
5 6 ! populacji
E52 A. sterilis 66 x Sam - 50 100 150
E101 STH 9787 x Bingo - - 160 160
E337 Bingo x North Carolina 50 150 200
Suma 50 200 260 510

Rozmnozono odpowiednio 50, 200 oraz 260 linii pokolen Fs, Fs i F; (Tab. 3). W sumie zebrano
izolowane ziarniaki z 510 poletek. Najwickszg liczebnoscia charakteryzowaty sie populacje E337 oraz
E101, dla ktorych zebrano ziarniaki z odpowiednio 160 i 200 poletek. Najmniejsza liczebnoscig
charakteryzowata si¢ populacja E52 posiadajgca w rodowodzie dziki gatunek A. sterilis.

3. 2. Ukierunkowane profilowanie DNA z wykorzystaniem systeméw sekwencyjnych.
Cel tematu badawczego 2

* Analiza polimorfizmu DArTseq 4 zestawow linii bliskoizogenicznych wyodrgbnionych z
populacji RIL E52 (A. sterilis x A. sativa) i E56 (A. fatua x A. sativa) oraz z populacji E101 (STH
9787 (Dw6) x Bingo) i E310 (Celer x STH 9210 (Dw6)).

* Analiza sekwencyjna z wykorzystaniem komercyjnych  platform  sekwencyjnych
ukierunkowana na rejon genomu zwigzany z redukcja wysoko$ci warunkowang obecnoscig genu Dw?7.

Materiaty i metody

Genotypowaniu metodg DArTseq poddano 4 zestawy linii bliskoizogenicznych wyodrebnionych z
populacji RIL E52 (A. sterilis x A. sativa) i E56 (A. fatua x A. sativa) oraz z populacji E101 (STH
9787 (Dw6) x Bingo) i E310 (Celer x STH 9210 (Dw6)).

Izolacje DNA przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnych zestawow. W celu okreslenia
stezenia 1 czystosci wyizolowanego DNA przeprowadzono pomiary spektrofotometryczne przy uzyciu
spektrofotometru NanoDrop2000. Kazdg z probek doprowadzono do stezenia 100 ng/ul.
Przygotowane w ten sposob roztwory DNA przechowywano w temperaturze -25°C. Dla ustalenia
jakosci wyizolowanego DNA przeprowadzono rozdzial elektroforetyczny w 1% zelu agarozowym z
0,01% bromku etydyny w buforze TBE.

W celu identyfikacji polimorfizmu DArTseq genomowe DNA badanych form, w ilosci 500 ng z
kazdego genotypu wystano do analiz, ktore zrealizowano w Diversity Arrays Technology, University
of Canberra w Australii wg opatentowanej metodyki. Jest to jedyny osrodek prowadzacy takie analizy.
Dysponuje rowniez odpowiednim oprogramowaniem do analizy danych. Nie byto mozliwe wykonanie
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takich badan w Polsce, ani w zadnym innym miejscu na $wiecie. Wyniki uzyskano w postaci macierzy
binarnych.

Analize sekwencyjng z wykorzystaniem komercyjnych platform sekwencyjnych ukierunkowang na
rejony genomu zwigzane z redukcja wysokosci warunkowana obecnoscia genu Dw7 przeprowadzono
dla linii bliskoizogenicznych reprezentujacych populacje E337 (Bingo x North Carolina). Uzyskane
dane w roku kolejnym zostang poddane analizie bioinformatyczne;j.

Wyniki

Genotypowaniu metodag DArTseq poddano 4 zestawy linii bliskoizogenicznych wyodrebnionych z
populacji RIL E52 (A. sterilis x A. sativa) i E56 (A. fatua x A. sativa) oraz z populacji E101 (STH
9787 (Dw6) x Bingo) i E310 (Celer x STH 9210 (Dwo6)) oraz linie kontrolne, czyli formy
rodzicielskie i po dwa ekotypy A. fatua oraz A. sterilis (Tab. 4). W efekcie analiz DArTseq uzyskano
37720 polimorficznych markeréow kodominujacych.

Tab. 4. Formy genotypowane metodg DArTseq.

Lp. | Gatunek Genotyp Forma Populacja
1| A. sterilis X A. sativa 16a NIL E52
2 | A. sterilis x A. sativa 16b NIL E52
3 | A. sterilis x A. sativa 44a NIL E52
4| A. sterilis x A. sativa 44b NIL E52
5| A. sterilis x A. sativa 60a NIL E52
6 | A. sterilis x A. sativa 60b NIL E52
7 | A. sterilis x A. sativa 108a NIL E52
8 | A. sterilis x A. sativa 108b NIL E52
9 | A. sterilis x A. sativa 113a NIL E52

10 | A. sterilis X A. sativa 113b NIL E52
11 | A. sterilis X A. sativa 117a NIL E52
12 | A. sterilis x A. sativa 117b NIL E52
13 | A. sterilis x A. sativa 141a NIL E52
14 | A. sterilis x A. sativa 141b NIL E52
15 | A. sterilis x A. sativa 149a NIL E52
16 | A. sterilis x A. sativa 149b NIL E52
17 | A. sterilis x A. sativa 166a NIL E52
18 | A. sterilis x A. sativa 166b NIL E52
19 | A. sterilis x A. sativa 188a NIL E52
20 | A. sterilis x A. sativa 188b NIL E52
21 | A. sterilis x A. sativa 52/1/ NIL E52
22 | A. sterilis x A. sativa 52/1/ NIL E52
23 | A. sterilis x A. sativa 52/13 NIL E52
24 | A. sterilis x A. sativa 52/13 NIL E52
25 | A. sterilis x A. sativa 52/166 NIL E52
26 | A. sterilis x A. sativa 52/166 NIL E52
27 | A. sterilis x A. sativa 52/188 NIL E52
28 | A. sterilis x A. sativa 52/188 NIL E52
29| P1_A. sterilis 66 a forma mateczna pop E52

30| P2_Avena sativa L. Sam 1 forma ojcowska populacji E52 i E56

31| P1 A fatua 216 1 forma mateczna populacji E56

32 | A. fatua x A. sativa 56/97/1 os NIL E56
33 | A. fatua x A. sativa 56/97/2 nos NIL E56
34 | A. fatua x A. sativa 56/146/1 os NIL E56
35 | A. fatua x A. sativa 56/146/2 nos NIL E56
36 | A. fatua x A. sativa 56/162/10s NIL E56
37 | A. fatua x A. sativa 56/162/1/2 ns | NIL E56
38 | A.fatua x A. sativa 101/1 NIL E56
39 | A.fatua x A. sativa 101/2 NIL E56
40 | A.fatua x A. sativa 146/1 NIL E56
41| A fatua x A. sativa 146/2 NIL E56
42 | A fatua x A. sativa 162/1/1 NIL E56
43| A fatua x A. sativa 162/1/2 NIL E56




Lp. | Gatunek Genotyp Forma Populacja
44 | A fatua x A. sativa 162/2/1 NIL E56
45 | A fatua x A. sativa 162/2/2 NIL E56
46 | A.fatua x A. sativa 162/2/3 NIL E56
47 | A fatua x A. sativa 162/3 NIL E56
48 | A fatua x A. sativa 162/5 NIL E56
49 | A fatua x A. sativa 97/1 NIL E56
50 | A.fatua x A. sativa 97/2 NIL E56
51| P1 A fatua 216 12 forma mateczna populacji E56
52 | P1 A sterilis 66/2a forma mateczna populacji E52
53 | P2_A.sativa Saml forma ojcowska populacji E52 i E56
54 | A.sativa x A. sativa 101 101/5 NIL E101
55 | A.sativa x A. sativa 101 101/20 NIL E101
56 | A.sativa x A. sativa 101 101/51 NIL E101
57 | A.sativa x A. sativa 101 101/62 NIL E101
58 | A.sativa x A. sativa 101 101/85 NIL E101
59 | A.sativa x A. sativa 101 101/52 NIL E101
60 | A.sativa x A. sativa 101 101/104 NIL E101
61 | A.sativa x A. sativa 101 101/130 NIL E101
62 | A.sativa X A. sativa 101 101/147 NIL E101
63 | A.sativa x A. sativa 101 101/152 NIL E101
64 | A.sativa x A. sativa 101 101/146/1 NIL E101
65 | A.sativa x A. sativa 101 101/146/2 NIL E101
66 | A.sativa x A. sativa 101 101/146/6 NIL E101
67 | A.sativa x A. sativa 101 101/197/5 NIL E101
68 | A.sativa x A. sativa 101 101/197/2 NIL E101
69 | A.sativa x A. sativa 101 101/197/4 NIL E101
70 | A.sativa x A. sativa 101 101/197/6 NIL E101
71| A.sativa x A. sativa 101 101/25/3 NIL E101
72 | A.sativa x A. sativa 101 101/25/1 NIL E101
73 | A.sativa x A. sativa 101 101/121/4 NIL E101
74 | A.sativa X A. sativa 101 101/121/6 NIL E101
75 | A.sativa X A. sativa 101 101/15/3/1 NIL E101
76 | A.sativa X A. sativa 101 101/15/3/2 NIL E101
77 | A.sativa X A. sativa 101 101/15/3/3 NIL E101
78 | A.sativa x A. sativa 101 101/15/3/4 NIL E101
79 | A.sativa X A. sativa 101 101/107/2/1 NIL E101
80 | A.sativa x A. sativa 101 101/107/2/3 NIL E101
81 | A.sativa x A. sativa 101 101/107/2/4 NIL E101
82 | A.sativa x A. sativa 310 310/31 NIL E310
83 | A.sativa x A. sativa 310 310/38 NIL E310
84 | A.sativa x A. sativa 310 310/57 NIL E310
85 | A.sativa x A. sativa 310 310/96 NIL E310
86 | A.sativa x A. sativa 310 310/639 NIL E310
87 | A.sativa x A. sativa 310 310/89 NIL E310
88 | A.sativa x A. sativa 310 310/572 NIL E310
89 | A.sativa x A. sativa 310 310/581 NIL E310
90 | A.sativa x A. sativa 310 310/727 NIL E310
91 | A.sativa x A. sativa 310 310/850 NIL E310
92 | A.sativa x A. sativa 310 310/32 NIL E310
93 | A.sativa x A. sativa 310 310/61 NIL E310
94 | A.sativa x A. sativa 310 310/106 NIL E310
95 | A.sativa x A. sativa 310 310/734 NIL E310
96 | A.sativa x A. sativa 310 310/780 NIL E310
97 | A.sativa x A. sativa 310 310/410 NIL E310
98 | A.sativa x A. sativa 310 310/475 NIL E310
99 | A.sativa x A. sativa 310 310/547 NIL E310

100 | A.sativa x A. sativa 310 310/597 NIL E310

101 | A.sativa x A. sativa 310 310/754 NIL E310

102 | Avena sativa L. 937 forma mateczna populacji E310

103 | Avena sativa L. 9210 forma ojcowska populacji E310

104 | Avena sativa L. 4/2 forma mateczna populacji E3101




Lp. | Gatunek Genotyp Forma Populacja
105 | Avena sativa L. 2/4 forma ojcowska populacji E101

106 | Avena sativa L. S1 paternal form of population 552

107 | Avena sterilis L. As2 kontrola

108 | Avena sterilis L. 172a kontrola

109 | Avena fatua L. 518 kontrola

110 | Avena fatua L. 520 kontrola

Wstepna analiza uzyskanych matryc binarnych wykazata, Ze pomiedzy mieszancami
migdzyodmianowymi podobiefstwo genetyczne jest bardzo wysokie, Co mozna zaobserwowaé na
przedstawionym dendrogramie (Rys. 1). Jednocze$nie podobienstwo genetyczne pomiedzy liniami
reprezentujagcymi linie NIL wyprowadzone z populacji E101 charakteryzowaly sie¢ wigkszym
podobienstwem, anizeli linie NIL wyprowadzone z populacji E310.
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Rys. 1. Dendrogram UPGMA w oparciu o polimorfizm markeré6w DArTseq i podobienstwo
genetyczne Dice’a dla linii bliskoizogenicznych wywodzacych si¢ z populacji E101 1 E310.

Przeprowadzona réwnolegle analiza matryc binarnych uzyskanych dla  mieszancow
miedzygatunkowych A. sterilis x A. sativa oraz A. fatua x A. sativa wykazata, ze poziom
podobienstwa genetycznego pomigdzy liniami w obrebie obu populacji jest zblizony, niemniej jednak
poszczegblne pary linii NIL sg do siebie bardziej podobne w populacji ES6, gdzie forma ojcowska byt
dziki gatunek A. fatua. Poziom podobienstwa genetycznego pomigdzy mieszancami
miedzygatunkowymi jest zdecydowanie nizszy, anizeli pomiedzy liniami bliskoizogenicznymi
wywodzgcymi si¢ z populacji miedzyodmianowych (Rys. 2).

Rys. 2. Dendrogram UPGMA w oparciu o polimorfizm markerow DArTseq i podobienstwo
genetyczne Dice’a dla linii bliskoizogenicznych wywodzacych si¢ z populacji miedzygatunkowych
E56 i E52.
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W  kolejnym etapie prowadzonych analiz zostang zidentyfikowane sekwencje roznicujace
poszczegdlne grupy linii bliskoizogenicznych, co pozwoli na identyfikacje silnie sprz¢zonych
markerow z genami odpowiedzialnymi za redukcj¢ wysoko$ci w mutantach z genem Dw6 oraz
genami odpowiedzialnymi za osypywanie ziarna.

Tab. 4. Linie genotypowane metoda Dovetail.

Oznaczenie linii NIL Typ wiechy Wysokos¢
337/1/14/2 1 126
337/1/14/9 1 65
337/70/11/3 1-3 110
337/70/11/11 7-9 70

W przypadku populacji 337, w ktorej réznice wysokosci pomigdzy poszczegdlnymi liniami wynikaja
z segregacji genu Dw7 zastosowano inne podejscie. Wybrane linii bliskoizogeniczne (Tab. 4) poddano
szczegotowemu genotypowaniu przy zastosowaniu Sekwencjonowania bibliotek genomowych.
Uzyskane dane w roku kolejnym zostana poddane analizie bioinformatycznej z zastosowaniem
narzedzi udostepnionych przez IBERS.

3. 3. Konstrukcja mapy genetycznej.

Cel tematu badawczego 3

*  Celem tematu jest konstrukcja mapy genetycznej w oparciu o populacj¢ mapujaca ES6 (A.
fatua x A. sativa ‘Sam’)

Materialy i metody

Mapowanie genetyczne wykonano w programie JoinMap 5.0 w oparciu o markery DArTseq uzyskane
w ramach tematu 4.3 w roku 2016.

Wyniki

Mapowanie genetyczne przeprowadzone dla populacji F; E56 umozliwito identyfikacje dwudziestu
pigciu, zamiast oczekiwanych 21 grup sprzgzen odpowiadajacych poszczegdlnym chromosomom
owsa. Na mapie zlokalizowano ok. 5000 markerow. Najdtuzszy chromosom (Mrg02) obejmowat
354,4 cM, natomiast najkrotszy (Mrg17) 20,5 cM. Srednia dtugo$é chromosomu wyniosta 215,6 cM.

3. 4. Analiza asocjacyjna 370 linii i odmian. Identyfikacja i testowanie potencjalnych
markerow asocjowanych z cechami.

Cel tematu badawczego 4

*  Analiza asocjacyjna — wysoko$¢ roslin.

*  Proba konwersji markera RAPD X3 dla genu Dw7 w marker typu SCAR.

*  Poszukiwanie w populacji Bingo x North Carolina markera dla genu Dw7 metoda SRAP

*  Poszukiwanie silnie sprz¢zonych markerow STS w oparciu o sekwencje DArTseq sprz¢zone
Z obecnoscig genu Dw7

Materiaty i metody

Analizg asocjacyjng dla wysokosci roslin wykonano z zastosowaniem metod GLM (general linear
model - ogélny model liniowy) oraz MLM (mixed linear model — wielokrotny model liniowy) przy
wykorzystaniu oprogramowania TASSEL v.4. Modele te umozliwily typowanie puli markerow-
kandydatow, ktore poddawane byly weryfikacji z wykorzystaniem np. konsensusowych map
genetycznych gatunku. Test wykonano dla 1000 permutacji umozliwiajac okre$lenie wartosci p-value,
ktora jest prawdopodobienstwem uzyskania wigkszej wartosci F-value przy zatozeniu hipotezy
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zerowej, ze dany polimorfizm jest niezalezny od fenotypu. Do wyliczenia asocjacji uwzgledniono
strukture populacji, pokrewienstwo oraz cechy fenotypowe.

Podjeta zostata proba konwersji markera RAPD X3 dla genu Dw7 w marker typu SCAR. Réznicujgce
produkty RAPD rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym. Izolacj¢ produktéw PCR z zelu agarozowego
przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu do izolacji Gel Extraction Kit (Sigma). Wyizolowane
DNA poddano klonowaniu z wykorzystaniem zestawu TOPO TA Cloning Kit for Sequencing lub
réwnowaznego (Life Technologies). Wyniki sekwencjonowania poddano analizie bioinformatycznej
przy uzyciu oprogramowania MEGA 6.0..

Poszukiwanie w populacji Bingo x North Carolina markera dla genu Dw7 metodg SRAP
przeprowadzono dla wytypowanych homozygotycznych pod wzgledem genu Dw7 ro$lin F, populacji
‘Bingo’ x North Carolina. Proby zbiorcze roslin o przeciwstawnych fenotypach i genotypach
przygotowano zgodnie z metodag BSA (Bulk Segregant Analysis) (Michelmore 1 in. 1991). W tym celu
DNA homozygotycznych roslin F, potaczono ze soba w jednakowych objgtosciach. Probe zbiorcza
utworzylo DNA 10 osobnikéw F; o okreslonym genotypie.

Amplifikacje losowych fragmentéw DNA przeprowadzono przy zastosowaniu 500 kombinacji
starterow SRAP dla 2 matryc DNA. Reakcj¢ PCR prowadzono w 10 pl mieszaniny reakcyjnej
zawierajacej: wode dejonizowana, bufor, MgCl, (2mM), dNTP (200mM), starter F (10pMol), starter R
(10pMol), polimerazg Taq (1U) i DNA (40ng). Amplifikacj¢ przeprowadzono na termocyklerze T
Professional Basic (Biometra). Zastosowano profil termiczny: wstepna denaturacja - 95°C - 3 min,
nastepnie 5 x (denaturacja - 94°C - 45 s; annealing - 35°C- 45 s; wydtuzanie - 72°C - 60 s), 30 X
(denaturacja - 94°C - 45 s; annealing - 50°C- 45 s; wydtuzanie - 72°C - 60 s); koncowe wydluzanie —
72°C - 7 min. W celu identyfikacji polimorfizméw wystepujacych pomigdzy osobnikami niskimi i
wysokimi przeprowadzono rozdzial elektroforetyczny w 2% zelu agarozowym z 0,01% EtBr
w buforze TBE (89 mM Tris-boran, 2,5 mM EDTA) przez 3 h przy napieciu 120V. Zele
dokumentowano w systemie PolyDoc. W celu weryfikacji czy potencjalne markery sg sprzgzone z
genem Dw?7 przeprowadzono reakcje SRAP dla wytypowanych par starterow z DNA pojedynczych
homozygotycznych ro$lin F, zgodnie z metodyka podang powyze;j.

Wyniki

Do analizy w pakiecie GAPIT R uzyto markerow molekularnych DArTseq i silicoDArT uzyskanych
dla 370 odmian i linii owsa. Wybrano model oparty na kryterium informacji Bayesian (BIC) w celu
weryfikacji strukturyzacji danych i okreslenia optymalnego poziomu struktury w celu zastosowania
odpowiedniego modelu GWAS. Dodatkowo zaimplementowano algorytmy klastrowania
("Kinship.cluster") i statystyki podsumowania pokrewienstwa ("kinship.group") przy uzyciu
domyslnego kinship.cluster = "average" 1 kinship.group = "Mean". Okreslone numery grup zakresow
(wymiary macierzy pokrewienstwa) byly nastepujace: "group.from", "group.to" i "group.by" réwne
100, 1000000 i 10 zostaly uzyte zgodnie z sugestia zawarta w podrgczniku GAPIT. Oceniono
heterozygotycznos¢ markerow DArTseq i silicoDArT uzyskanych dla 370 obiektow. Okre$lono udziat
alleli rzadkich oraz wytypowano model w odniesieniu do struktury najbardziej pasujacy do
uzyskanych danych. Aby przygotowa¢ dane markerowe do dalszych analiz asocjacyjnych
uwzgledniono strukture populacji oraz pokrewienstwo. Analiza sktadowych gtownych umozliwita
stwierdzenie braku strukturyzacji danych. Oznacza to, ze na podstawie uzyskanych profili markerow
silicoDATT i DARTseq analizowane genotypy nie tworza grup odmiennych od reszty badanej
populacji. Analiza obecnosci rzadkich wykazata niewielki udziat tego typu alleli w analizowanej
populacji. Z reguly tego typu markery sg mato informatywne i nie wplywaja istotnie na poprawe
jakos$ci uzyskanych wynikow.

W przypadku markerow silicoDArT silng asocjacja z badang cecha co najmniej w dwoch latach
badaniach lub w dwoch powtorzeniach wykazato si¢ 13 sposrod 60 tys., z ktorych cztery asocjowaty z
cecha w kazdym roku badan, a kolejne cztery asocjowaly w czterech z pigciu przeprowadzonych
analiz. Sposrod testowanych 60 tys. markerow DArTseq 11 wykazato asocjacj¢ z badang cecha. Jeden
z markerow wykazywat asocjacje w kazdej z pigciu przeprowadzonych analiz, za§ sze$¢ innych
wykazato asocjacje w czterech analizach.

W oparciu o wyniki badan prowadzonych w roku poprzednim stwierdzono, ze amplifikacja fragmentu
DNA o wielkosci 480 pz przy udziale startera RAPD X3 sprzgzona jest z obecno$ciag genu Dw7.
Stwierdzono silne sprz¢zenie markera z cecha, dlatego podje¢to probe konwersji markera RAPD
X3_480 na marker SCAR.
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Wyniki sekwencjonowania poddano analizie bioinformatycznej przy uzyciu oprogramowania MEGA
6.0. Uzyskano sekwencje identyczne dla wszystkich klonowanych fragmentoéw. Kolejnym etapem
bylo odszukanie sekwencji homologicznych do uzyskanej sekwencji fragmentu X3 RAPD w bazie
danych GenBank NCBI (z wykorzystaniem narzedzia BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
Niestety niezaleznie od zastosowanych parametréow przyporzadkowywania sekwencji nie udato si¢
znalez¢ sekwencji podobnych. Do uzyskanych sekwencji zaprojektowano startery z wykorzystaniem
oprogramowania Primer3.

Wykorzystujac jako matryce DNA formy kartowej zawierajacej Dw7 (np. North Carolina) oraz formy
wysokiej (np. odmiana ‘Bingo’) przeprowadzono reakcje PCR w odpowiednio zoptymalizowanych
warunkach. Rozdziat elektroforetyczny wykazat, ze zadna z zaprojektowanych par starteré6w nie
umozliwia identyfikacji genu Dw7.

W celu identyfikacji potencjalnych markeréw dla genu kartowatosci Dw7 obecnego w linii NC-2469-
3 przeprowadzono analize¢ SRAP na wytypowanych homozygotycznych pod wzgledem tego genu
roslinach F, populacji E337. Reakcje przeprowadzono na probach zbiorczych niskich i wysokich
ro§lin populacji F,, ktore przygotowano zgodnie z metoda BSA (Bulk Segregant Analysis)
(Michelmore i in. 1991). Homozygoty dominujace - niskie i homozygoty recesywne - wysokie
zidentyfikowano na podstawie obserwacji wysokosci roslin pokolenia F3. Probe zbiorcza utworzyto
DNA 10 osobnikow F, o okreslonym genotypie.

Sposrod 500 testowanych par starterOw na podstawie zdje¢ rozdzialow elektroforetycznych (Fot.2)
wyselekcjonowano 11 par, z udziatem ktorych reakcje powtdrzono na losowo wybranym zestawie
DNA 4 homozygot niskich i 4 homozygot wysokich pokolenia F, populacji E337. Po zweryfikowaniu
powtarzalnosci pojawiajacych si¢ wzoréw prazkowych wybrano 3 pary starterow dajacych
powtarzalny produkt

Whioski

1. Wykorzystana do analiz metoda SRAP okazata si¢ skuteczna w poszukiwaniu potencjalnego
markera molekularnego dla allela recesywnego genu Dw?7.

2. Zidentyfikowane markery X3*° i V2**° sprzezone z kartowatociag warunkowana genem Dw7

poddano klonowaniu i konwersji do warunkow specyficznego PCR, ale nie uzyskano produktow

specyficznych, ktérych segregacja bytaby zgodna z fenotypem rolin.

Zidentyfikowany markery w odlegtosci 2,48cM i 5,33cM od genu dw?7.

Nie powiodta si¢ proba konwersji markerow X3*° oraz V2'*° do warunkéw specyficznego PCR.

H~ow
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