SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE

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

A. INFORMACJE OGOLNE

Tytut zadania - Wytwarzanie nowych zrodel genetycznych pszenzyta w oparciu o krzyzowanie
oddalone

Numer zadania (w zalgczniku nr 9 do rozporzqdzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015 r. w sprawie stawek
dotacji przedmiotowych dla réznych podmiotow wykonujgcych zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. Nr 91, poz. 595, z pozn. zm.)) - 17

Planowany okres realizacji zadania: 2017

Planowane naktady w zt: 80 000

B. DANE WNIOSKODAWCY

Imig i nazwisko osoby reprezentujacej jednostke badawcza, tytut lub stopien naukowy, stanowisko, nazwa
i adres jednostki badawczej, telefon, fax)

Prorektor ds. Nauki, Wdrozen i Wspolpracy Miedzynarodowej

prof. dr hab. Zbigniew Gradzki

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

ul. Akademicka 13

20-950 Lublin

tel. (+ 81) 445-68-68




C. INFORMACJA O WYKONAWCACH
1. Zespot badawczy

Kierownik zadania
imi¢ i nazwisko stopien i tytut naukowy miejsce zatrudnienia
Justyna Lesniowska-Nowak dr UP w Lublinie
Wykonawcy zadania
imie i nazwisko stopien i tytut naukowy miejsce zatrudnienia
Michal Nowak dr UP w Lublinie
Sylwia Okon dr UP w Lublinie
Magdalena Zapalska dr UP w Lublinie
Karolina Dudziak mgr inz UP w Lublinie
Aneta Koroluk mgr inz. UP w Lublinie
Aleksandra Nucia mgr inz. UP w Lublinie
Aleksandra Wieremczuk mgr inz. UP w Lublinie

2. Kierownik zadania (imig, nazwisko, tytut lub stopien naukowy, adres do korespondencji, telefon bezposredni i do
sekretariatu jednostki organizacyjnej zatrudniajqcej kierownika zadania, e-mail kierownika; telefon do oraz dane osoby,
Z ktorq mozna sig kontaktowac w razie nieobecnosci kierownika zadania)

dr Justyna Le$niowska-Nowak

ul. Akademicka 15

20-950 Lublin

tel. 81 445 66 25, 602 621 709

Sekretariat Uczelni — tel. 81 445 66 22

e-mail: justyna.lesniowska@up.lublin.pl

dr Michat Nowak — tel. 81 445 69 01, 784 099 589

D. OPIS ZADANIA

1. Cele zadania

Czy cel zostal zrealizowany

Lp. Cel (zgodnie ze szczegélowym opisem na dany rok) (tak/nieYczesciowo)

Uzyskanie mieszancow oddalonych pszenzyta oraz pszenicy z

1 niskimi oraz odpornymi na rdz¢ brunatna genotypami z rodzaju TAK
Aegilops.
Analiza wysokos$ci oraz podstawowych komponentow plonu
2 mieszafncow F2 oraz BCy pochodzacych z krzyzowan TAK

pszenzyta i pszenicy.

Zwigkszenie wydajnos$ci uzyskiwania mieszancoOw oddalonych
3 poprzez zastosowanie opracowanej w roku 2015 metodyki TAK
embryo rescue
Analiza porownawcza ekspresji podstawowych gendow ze szlaku
4 biosyntezy giberelin form zawierajacych w genomie Dw1 oraz TAK
form CZR876/01 i 891/01
Analiza populacji F2 pochodzacej z krzyzowania CZR876/01 x
CZR891/01 przy wykorzystaniu technologii DArT.

TAK

2. Harmonogram realizacji zadania

Harmonogram realizacji zadania nalezy sporzqdzi¢ w tabeli, dla kazdego z planowanych tematéw badawczych
z uwzglednieniem ilosci planowanych testow/prob/linii na ktérych prowadzone bedg badania. Prosze poda¢ koszty realizacji
poszczegdlnych tematéw badawczych.

1 Jedli dotyczy — prosze opisaé pod tabela, w jakim stopniu cel zostal osiaggnigty i podaé przyczyny



Proszg wyréznié etapy (tematy badawcze), okresli¢ czas ich trwania w miesigcach od rozpoczecia projektu i przewidywane
koszty. Terminy realizacji tematéw badawczych mogqg si¢ zazegbiaé. Suma kosztéw tematéw badawczych musi by¢ réwna
catkowitemu kosztowi zadania.

Termin rozpoczecia — .
, . L Przewidywane
zakonczenia realizacji L
koszty realizacji
Lp. Nazwa tematu badawczego tematu badawczego w fematu
miesigcach od rozpoczecia
N . badawczego
realizacji zadania
1 Uzysklwan}e mieszancow poprzez krzyzowanie 512 37 000
(kastrowanie i zapylanie) roslin
2 | Ocena zmienno$ci cech w mieszancach 1-12 20 000
3 Igolaqa uzyskanych zarodkéw i prowadzenie kultur in 6-12 6 000
vitro
4 | Analizy molekularne uzyskanych mieszancow 1-12 17 000
Razem 80 000

UWAGA: Nie sa tematami badawczymi czynnosci techniczne stuzace wykonaniu zadania np. zakup materialéw, utrzymanie roslin
w szklarni, opracowanie statystyczne wynikow, opracowanie raportow i sprawozdan.

3. OpiS tematow badawczych (nalezy sporzqdzic opis dla tematow badawczych wymienionych w tabeli powyzej;
kolejnosé zgodnie z tabelg powyzej)
3.1 Temat badawczy 1: Uzyskiwanie mieszancow poprzez krzyzowanie (kastrowanie i
zapylanie) roslin.

Cel tematu badawczego 1

Celem zadania 1 jest wprowadznie odpornosci na rdz¢ brunatng pszenzyta oraz obnizenie
wysokosci roslin poprzez krzyzowanie z dzikimi gatunkami z rodzaju Aegilops.

Materialy i metody (opisaé jak w publikacji)

W roku biezacym do wykonania potencjalnych krzyzowan wysianych zostato okoto 39
odmian i linii pszenzyta, obejmujacych formy majace najwicksze znaczenie i charakteryzujace
si¢ najwickszg plennoscig. Ponadto wysiane zostaty linie i odmiany pszenicy w liczbie 48.
Wybrane formy wysiewane byty na poletkach 2-rzedowych, w siewie gestym, rzutowym (okoto
300 ziarniakéw na m?). Rozstawa rzedow wynosita 20 cm. W ramach zadania wysiane zostaty
rowniez rozne formy z rodzaju Aegilops w liczbie 139, ktoére wezesdniej ocenione byty pod
katem odpornos$ci na rdzg brunatng oraz wysokosci. W siewie punktowym wysiane byty rosliny
mieszancowe wczesnych pokolen przeznaczone do krzyzowan wstecznych (pierwotne
pszenzyto, mieszance z koziencami oraz inne mieszance uzyskane w sezonie 2014/2015).

Tuz przed kwitnieniem na poletkach doswiadczalnych kastrowane byty kwiaty w
klosach roslin przeznaczonych na formy mateczne. Kastracja wykonywana jest metoda
manualng. Z kazdego kloska usuwane sg srodkowe kwiaty, a z pozostatych, bocznych kwiatow
usuwa si¢ po trzy niedojrzale pylniki. Na wykastrowany klos naktada si¢ izolator. Nast¢pnie na
dojrzate znamig¢ stupka nanoszony jest pytek z roslin przeznaczonych na forme¢ ojcowska.

Schemat krzyzowan planowanych na rok 2017 Liczba kombinacji
Aegilops x pszenica heksaploidalna 50
Aegilops x pszenzyto heksaploidalne 50

Wszystkie krzyzowane klosy zostang poddane ocenie pod katem liczby zawigznych
ziarniakOw oraz wykastrowanych kwiatow. Na podstawie tych danych obliczona zostanie
zdolno$¢ kombinacyjna poszczegélnych form wyrazona w %.



Wyniki

W ramach projektu w roku 2017 wykonano 100 kombinacji krzyzowkowych pomigdzy
koziencami oraz pszenicg 1 pszenzytem. We wszystkich wykonanych kombinacjach kozieniec

byt forma mateczng a zboze forma ojcowska (Tab. 1).

Lp. | Aegilops x Pszenica L. wykastr. Aegilops x Pszenzyto L. wykastr.
kw. kw.
1 | Ae 108 x Kohelia 4 Ae 131x B134 6
2 | Ae 111 x Sekundo 4 Ae 54 x L166 4
3 |Ae120x Top 8 Ae 152 x B150 10
4 | Ae 131 x Naridana 4 Ae 152 x B124 10
5 |Ae 131 x Forkida 6 Ae 54 x B 124 4
6 | Ae 131 x Poshuk 4 Ae 128 xB 124 4
7 | Ae 135 x Forkida 8 Ae 152 x L 166 10
8 | Ae 135 x Naridana 4 Ae 135x L 113 4
9 |Ae135x Top 6 Ae 128 x Lombardo 6
10 | Ae 138 x Forkida 4 Ae 131xB 134 6
11 | Ae 138 x Sailor 4 Ae 80 x Lombardo 4
12 | Ae 151 x Forkida 10 Ae120x L 113 4
13 |Ae 151 x Top 8 Ae 80 x Baltiko 4
14 | Ae 152 x Top 10 Ae 39 x L 113 4
15 | Ae 156 x Astoria 10 Ae 63 xL 113 4
16 | Ae 156 x Naridana 8 Ae 77 x L159 4
17 | Ae 156 x Sailor 8 Ae 77 x Lombardo 4
18 | Ae 156 x Top 4 Ae 152 x L166 10
19 | Ae 157 x Naridana 10 Ae 152 x Lombardo 10
20 | Ae 157 x Sailor 8 Ae 80 x L166 4
21 |Ae 157 x Top 10 Ae 80 x B78 4
22 | Ae 39 x Kohelia 6 Ae 80 x BOH16x03 4
23 | Ae 54 x Naridana 4 Ae 54 x L 159 4
24 | Ae 63 x Astoria 4 Ae 54 x Baltiko 4
25 | Ae 63 x Fidelius 4 Ae 75 x L 166 4
26 | Ae 63 x Figura 4 Ae 75 x Baltiko 4
27 | Ae 63 x Kohelia 4 Ae 75 x L 159 4
28 | Ae 72 x Forkida 4 Ae 74 x Baltiko 4
29 |Ae 72 xTop 4 Ae 151 xL 113 8
30 | Ae 74 x Astoria 4 Ae 75 x Moreno 4
31 | Ae 74 x Fidelius 4 Ae 75 x Sekundo 4
32 |Ae 74 x Figura 4 Ae 157 x Lombardo 10
33 | Ae 74 x Forkida 6 Ae 138 x L 159 6
34 | Ae 74 x Kohelia 4 Ae 63 x Janko 4
35 | Ae 74 x Naridana 4 Ae 63 x Leontino 4
36 |Ae 74 xTop 4 Ae 39 x Baltiko 4
37 | Ae 75 x Astoria 4 Ae 75 x L163 4
38 | Ae 75 x Forkida 4 Ae 74 x Moreno 4
39 | Ae 75 x Naridana 4 Ae 74 x Torino 4
40 | Ae 75 x Sailor 4 Ae 63 x Torino 4
41 |Ae 75 xTop 4 Ae 63 x Moreno 4




42 | Ae 77 x Astoria 4 Ae 63 x Trismart 4
43 | Ae 77 x Figura 4 Ae 156 x Torino 4
44 | Ae 77 x Forkida 4 Ae 72 x Torino 4
45 | Ae 77 x Naridana 4 Ae 72 x Baltiko 4
46 | Ae 77 x Sailor 4 Ae 54 x Moreno 4
47 |Ae 77 xTop 4 Ae 54 x Torino 4
48 | Ae 80 x Forkida 6 Ae 77 x Torino 4
49 | Ae 80 x Naridana 4 Ae 74 x Janko 4
50 | Ae 84 x Kohelia 4 Ae 74 x Trismart 4
| [suma 264 |suma

Tab. 1. Kombinacje krzyzowkowe wykonane w ramach prjektu w roku 2017.

Na podstawie liczby wykastrowanych kwiatow oraz liczby uzyskanych ziarniakow
obliczono zdolno$c kombinacyjng poszczegolnych genotypow wg. wzoru:

Zdolno$¢ kombinacyjna koziencow w krzyzowaniach z pszenica zawierala si¢ w
przedziale od 0% do 62,5%. Srednio wynosita ona 21% (Rys.1). W przypadku krzyzowania z
pszenzytem zawierata si¢ w przedziale od 0% do 75% w zaleznoéci od formy. Srednio byto to
31,13% (Rys. 3). Zdolno$¢ kombinacyjna pszenicy wynosita maksymalnie 50% (Rys 2.) a
pszenzyta maksymalnie 70% (Rys 4.). Srednia zdolno$¢ kombinacyjna dla tych gatunkow

Liczba uzyskanych ziarniakéw

Liczba wykastrowanych kwiatéw

wynosita odpowiednio 28,02% (pszenica) i 29,44% (pszenzyto).

Zdolnos¢ kombinacyjna dla Aegilops w krzyzowaniach z
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Mierniki dla tematu badawczego 1 podaé w tabeli)

L o, Warto$¢ miernika | Wartos¢ miernika
p. miernik . .
podana w opisie zrealizowana
1 Liczba wyqujanych kombinacji 100 100
krzyzoéwkowych.

3.2 Temat badawczy 2: Ocena zmiennosci cech w mieszancach

Cel tematu badawczego 2

Celem zadania 2 jest analiza wysokosci oraz podstawowych elementow plonu mieszancow F»
oraz BCi pszenzyta z pszenicg

Materialy i metody (opisaé jak w publikacji)

Przedmiot badan stanowi¢ bgda pojedyncze rosliny mieszancowe pszenzyta pokolenia
F2 i BC: otrzymane w wyniku krzyzowania z pszenicg a nastgpnie samozapylenia oraz
krzyzowania wstecznego (wypierajgcego) wraz z ich formami rodzicielskimi (Tab. 2).

Liczba Liczba Laczna liczb
Kombinacja analizowanych Formy analizowanych . ¢ czha
. 1 A 1 Pokolenie | analizowanych
krzyzowkowa roslin rodzicielskie roslin 1
. i . . roslin
mieszancowych rodzicielskich
BoRTETx T | B2 | g - 4
BOH1512 10 Zunda BCi
BOH1813 x Artist 10 BOH1813 FZ
[BOH1813 x Artist] x 10 Artist 2x10 BC 40
BOH1813 !

Ocenie fenotypowej poddane zostang pedy glowne wszystkich roslin w fazie dojrzatosci

petne;j.

Ocenie laboratoryjnej poddane beda nastgpujace elementy:
- dlugos¢ pedu gtownego [cm],

- dhlugos¢ osadki ktosowej [cm],

- liczba kloskoéw w ktlosie glownym,

- zbitos¢ klosa gtownego,

- liczba ziarniakow w klosie glownym,

- masa ziarniakow z klosa gtownego [g],

- plodnos¢ ktoska (liczba ziarniakéw przypadajacych na klosek ktosa gldownego),

- masa 1000 ziarniakéw [g].

Zbitos¢ klosa gtownego, ptodnos$¢ kloska oraz mas¢ 1000 ziarniakow obliczona bedzie za

pomoca wWzorow:

2 Podaé miernik — np. ilo$¢ testow, prob, badanych genotypow etc.
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liczba ktoskow w ktosie gtownym—1

Zbitos¢ klosa gldwnego = — - - -
dtugosc¢ osadki ktosowej ktosa gtéwnego [dm]

liczba ziarniakéw w ktosie gtownym

Ptodnosé¢ kloska =

liczba ktoskéw w ktosie gtownym

. . , masa ziarniakéw z kltosa gtéwnego x1000
Masa 1000 ziarniakow = g g

liczba ziarniakéw w ktosie gtownym
Analizy statystyczne wykonane bgda z wykorzystaniem programu Statistica 13.1. Do
okreslenia istotno$ci roznic pomigdzy Srednimi grupowymi w uktadzie analizy wariancji
zastosowany bedzie test post-hoc HSD Tukey’a przy poziomie istotnosci a = 0,05.

Wyniki

Analizie poddano po 10 ro$lin pokolenia Fi1, BCi1, oraz po 10 roslin matecznych i
ojcowskich. Analiza statystyczna wykazata, ze mieszance uzyskane z krzyzowania pszenzyta
BOHI1512 i pszenicy ‘Zunda’ sg istotnie nizsze od pszenzytniej formy rodzicielskiej, a nie
ro6znig si¢ od formy matecznej. Wykazano rowniez, ze dlugos¢ klosa jest jest istotnie mniejsza
tylko dla odmiany Zunda. Mieszance oraz r6d BOH1512 maja klosy o dtugos$ci nierdznigcej
istotnie. W przypadku masy ziarniakow z klosa stwierdzono brak istotnych réznic migdzy
mieszancami. Masa ta byla jednak istotnie nizsza w poroéwnaniu do obu form rodzielskich.
Analogiczne wyniki otrzymano dla Masy Tysigca Ziarniakéw (Tab. 3)

W przypadku drugiej kombinacji krzyzéwkowej analizowano rowniez po 10 roslin pokolenia
F1, BCy, oraz po 10 roslin matecznych (BOH1813) i ojcowskich (Artist). Uzyskane wyniki
wskazuja na obnizenie wysokos$ci mieszancéw w stosunku do pszenzytniej formy mateczne;.
Dhugos¢ pedu gldwnego nie byla natomiast istotna statystycznie w poroéwnaniu z pszenica
odmiany Artist. Stwierdzono rowniez obnizenie dlugosci klosa mieszancow w poréwnaniu z
pszenzytem, co niekoniecznie przetozylo si¢ na liczbe kloskéw wystepujacych na osadce
ktosowej, co miato rowniez przetozenie na zbito$¢ ktosa. Obserwowano rowniez u mieszancoOw
pokolenia F1 oraz BC; istotne obnizenie liczby ziarniakow w stosunku do pszenzytniego
komponentu rodzicielskiego. Tendencja ta obserwowana byla rowniez dla MTZ, gdzie
obserwowano istotne obnizenie tego parametru w porwnaniu z obiema formami rodzielskimi.

Istotnie zmniejszyta si¢ rowniez ptodnos$¢ ktoska mieszancow w stosunku do komponentu
matecznego (Tab. 4).



Masa

. g D,l - pedu DI Ktosa | L. kloskow | . L. . Ziarniakow Zbitos¢ Plodno$é¢
Kombinacja krzyzéwkowa gloéwnego . ziarniakow w klosie MTZ
[cm] [cm] w klosie w klosie ktosa ktoska
[a]
BOH1512xZunda 67,17° 7,58% 30,0 31,0% 1,53 3,78 1,25 40,08°
[BOH1512xZunda]xBOH1512 | 73,50%° 6,75% 26,2% 26,2% 0,80% 4,00% 0,09% 33,062
Zunda 69,33% 9,33° 38,32 38,33 2,08 3,992 1,402 51,07°
BOH1512 80,60° 8,60% 39,8° 39,8 3,80° 4,50° 1,94 59,96°¢

Tab. 3. Istotno$¢ roznic dla podstawowych komponentéw plonu uzyskanych dla mieszancéw pochodzacych z kombinacji krzyzowkowych pomigdzy

pszenzytem BOH1512 a pszenica Zunda.

Masa
Kombinacja kzyiwkowa g?*[vé’r:;‘; Pl K| LMY | o | Wi’ | | ek | ez
[]
BOH1813xArtist 65,002 8,00 26,002 27,36° 1,122 3,19% 1,212 36,632
[BOH1813xArtist]xBOH1813 | 74,43%® 7,142 33,002 44,29% 1,76 4,452 1,562 39,172
Avrtist 86,67° 10,83" 36,33° 63,00° 4,09 3,33%® 1,962 64,83°
BOH1813 69,29% 8,57%® 17,85% 46,29% 2,59 1,97° 2,56° 56,16°

Tab. 4. Istotno$¢ roznic dla podstawowych komponentow plonu uzyskanych dla mieszancow pochodzacych z kombinacji krzyzowkowych pomigdzy

pszenzytem BOH1813 a pszenicg Artist.




Mierniki dla tematu badawczego 2 podaé w tabeli)

s Warto$¢ miernika | Warto$é miernika
Lp. miernik . X
podana w opisie zrealizowana
1 Liczba fenotypowanych roslin 80 80

3.3 Temat badawczy 3: Izolacja uzyskanych zarodkéw i prowadzenie kultur in vitro.
Cel tematu badawczego

Celem zadania 3 jest zwigkszenie wydajnosci uzyskiwania mieszancow migdzyrodzajowych
pszenicy 1 pszenzyta z koziencami poprzez zastosowanie techniki ratowania zarodkow.

Materialy i metody (opisaé jak w publikacji)

Materiatem badan byto 20 zarodkéw mieszancowych uzyskanych w wyniku
krzyzowania oddalonego pszenicy i pszenzyta z koziencami.

Wybrane formy z rodzaju Aegilops zostaly wykastrowane, a nastepnie zapylone
pytkiem pobranym z pszenicy oraz przenzyta. Sposréd 100 wykonanych kombinacji
krzyzéwkowych, z 20 pobrano zarodki i przekazano do kultur in vitro. Zarodki byty pobierane
w okresie pomigdzy 18 a 21 dniem po zapyleniu. Pobrane zarodki byty sterylizowane przez 2
minuty za pomocg 70% etanolu.

W kolejnym kroku wszystkie ziarniaki zostaty przeptukane trzykrotnie w wodzie destylowane;.

Tak przygotowane zarodki mieszancowe poddano procedurze ratowania zarodkow
(embryo rescue) w warunkach kultury in vitro. W tym celu przenoszono je na pozywke MS z
dodatkiem hydrolizatu kazeiny. W pierwszym etapie (5 dni) przetrzymywano je w ciemnosci
w temperaturze 25°C. Po tym czasie skietkowane zarodki umieszczono w laboratorium kultur
in vitro przy fotoperiodzie 16/8. Uzyskane ro$linki przesadzone zostaty do doniczek w celu ich
adaptacji do srodowiska, a nastepnie do warunkoéw polowych.

Wyniki

Do rozwoju w kulturach in vitro przekazano 20 zarodkow (Tab. 5). Pozostate ziarniaki
zostaly wysiane bezposrednio do ziemi. Sposrod wytozonych 20 zarodkéw uzyskano 4 rosliny
pochodzace z kombinacji krzyzowkowej kozieniec x pszenica oraz 3 z kombinacji kozieniec x
pszenzyto. Daje to wydajnos$¢ na poziomie 40% w przypadku krzyzowan z pszenicg i 30% w
przypadku krzyzowan z pszenzytem.

Kombinacja z L. L. Kombinacja z L. L.

Lp. . P L1e Lp. . P -

pszenicy zarodkow roslin pszenzytem zarodkow roslin

1 Ae 120 x Top 1 1 1 Ae 131 x B134 1 0
2 Ae 131 x Naridana 1 0 2 Ae 152 x B150 1 0
3 Ae 131 x Forkida 1 1 3 Ae 152 x B124 1 1
4 Ae 131 x Poshuk 1 0 4 Ae 152 x L 166 1 0
5  |Ae 135 x Forkida 1 1 5 Ae 135x L 113 1 0
6 Ae 135 x Naridana 1 0 6 Ae 128 x Lombardo 1 1
7 Ae 138 x Forkida 1 0 7 Ae 80 x Lombardo 1 0
8 Ae 138 x Sailor 1 1 8 Ae 156 x Torino 1 1
9 Ae 151 x Top 1 0 9 Ae39xL113 1 0
10 | Ae 156 x Astoria 1 0 10 Ae 63 xL 113 1 0
SUMA 10 4 10 3

Tab. 5. Kombinacje krzyzéwkowe przekazane do Embryo Rescue.

8 Podaé miernik — np. ilo$¢ testow, prob, badanych genotypow etc.
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Mierniki dla tematu badawczego 3 podaé w tabeli)

Lp. miernik® Warto$¢ miernika | Warto§é miernika
podana w opisie zrealizowana

1 Liczba kombinacji krzyzowkowych z ktorych

zarodki beda przeznaczone do kultur in vitro 20 20

3.4 Temat badawczy 4: Analizy molekularne uzyskanych mieszancow.
Cel tematu badawczego

Celem zadania 4 jest identyfikacja marker6w DNA sprz¢zonych z genem kartowatosci
rodu CZR876/01 technika DArT oraz analiza poroéwnawcza ekspresji genéw ze szlaku
biosyntezy giberelin pomiedzy formami zawierajgcymi gen Dw1 i formami CZR876/01 oraz
CZR891/01.

Materialy i metody (opisaé jak w publikacji)

Materiat badan stanowito 186 roslin pokolenia F» pochodzacych z krzyzowania formy
krotkostomej CZR876/01 oraz wysokiej CZR891/01, wywodzacych z kombinacji
krzyzowkowej [(Jana x Tempo) xJana] x Aegilops juvenalis oraz 2 formy rodzicielskie.

Z lidci ro$lin pokolenia F2 (CZR876/01xCZR891/01) oraz form rodzicielskich pobranych
z pola wyizolowano DNA za pomocg komercyjnego zestawu kolumnowego. Uzyskany DNA
poddano ocenie jakosciowej i ilo§ciowej a nastepnie wyrdwnano st¢zenia. Tak przygotowane
proby naniesiono na 96-dotowe ptytki i przestano do Diversity Array Technology, Canberra
(Australia) celem wykonania genotypowania poprzez sekwencjonowanie.

W ramach zadania przeprowadzona byla rowniez analiza ekspresji genow szlaku
biosyntezy giberelin, ktore zwigzane sg kartowatoscia i wzrostem wydluzeniowym roslin:

1. CPS 4. GAZ20x,
2. KS 5. GA3ox
3. KO 6. GA200x

Analizy qPCR beda przeprowadzono z wykorzystaniem sond molekularnych oraz
barwnika SYBR Green w reakcji qPCR.

Materiat badan stanowily rosliny wysokie oraz niskie pochodzace z kombinacji [(Jana
x Tempo) xJana] x Aegilops juvenalis oraz formy zawierajace gen Dwl1.

W pierwszym etapie badan przeprowadzono izolacje catkowitego RNA z badanego
materiatu ros§linnego. W tym celu ziarniaki badanych form poddano sterylizacji
powierzchniowe] za pomoca gazowego chloru przez 5 godzin. Nastgpnie sterylne
powierzchniowo ziarniaki badanych form roslin niskich i wysokich wyktadano beg na wilgotng
bibule na szalkach Petriego i umieszczano w kietkowniku w temperaturze 25°C, wilgotnosci
85% 1 braku dostepu $wiatta. Po trzech dniach siewki przeniesiono do kuwet wypetnionych
perlitem i umieszczono w fitotronie w warunkach fotoperiodu 16 h dzien/8 h noc i temperaturze
24°C. Po siedmiu dniach siewki badanych form pobierano i natychmiast zamrazano w ciekltym
azocie. Catkowity RNA izolowano przy zastosowaniu manualnej metody izolacji z
wykorzystaniem Trizolu lub w razie potrzeby za pomocg komercynego zestawu opartego o
minikolumny. Kazda proba analizowana byta w dwoch powtdrzeniach biologicznych. Przed
przystapieniem do izolacji RNA sprzet wykorzystywany w tej procedurze zostat wyptukany
0,1% roztworem DEPC i wysterylizowany, natomiast powierzchnie robocze poddano
dekontaminacji za pomocg RNaseZap (Ambion). Uzyskane preparaty genomowego RNA
poddano ocenie jakosciowej i ilosciowej za pomoca spektrofotometru NanoDrop 2000. W
przypadku niesatysfakcjonujacych parametréw preparatu RNA wykonano jego doczyszczanie
lub ponownie przeprowadzono procedure izolacji. Nastepnie dla kazdej z form 1 pg

4 Poda¢ miernik — np. ilo$¢ planowanych testow, prob, badanych genotypow etc.
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wyizolowanego RNA poddany zostal odwrotnej transkrypcji na cDNA, przy zastosowaniu
zestawu komercyjny wg procedury zalecanej przez producenta. Uzyskany cDNA stanowit
matryce do ilosciowej analizy transkryptow badanych (CPS, KS, KO, GA20x, GA30X i
GA200x) genow technikg qPCR. Jako matryce do reakcji stosowano 80 ng uzyskanego
uprzednio cDNA. Wszystkie analizy wykonano w trzech powtorzeniach technicznych. Analizy
ekspresji badanych genéw przeprowadzono z wykorzystaniem sond molekularnych w systemie
TagMan oraz barwnika SYBR Green. W przypadku wszystkich analizowanych genow
specyficzne sekwencyjnie startery oraz sondy do gPCR projektowano samodzielnie na bazie
sekwencji kodujgcych badanych genéw pozyskanych z bazy danych UniGene (NCBI), stosujac
oprogramowanie QuantPrime oraz Primer3. Analizy qPCR be¢dg wykonane przy zastosowaniu
aparatu Quanstudio 3 (Termofisher) wraz z dedykowanym oprogramowaniem.

Wyniki
W roku biezacym analizie poddano populacje segregujaca po wzgledem wysokosci
CZR876/01xCZR891/01 z wykorzystaniem techniki DArT (Tab. 6).

Genotyp Wy[i:':]o ¢ Genotyp Wy[i?r'\(]o ¢ Genotyp Wy[scc:rl‘(]o ¢ Genotyp Wy[sc:::]o ¢
Triticale N 70 Triticale 23 104 Triticale 47 90,5 Triticale 71 109
Triticale W 104 Triticale 24 89 Triticale 48 81,5 Triticale 72 73
Triticale 1 115,5 Triticale 25 89 Triticale 49 95,5 Triticale 73 83,5
Triticale 2 87 Triticale 26 94 Triticale 50 107,5 Triticale 74 72
Triticale 3 88,5 Triticale 27 87,5 Triticale 51 105 Triticale 75 100
Triticale 4 96 Triticale 28 96 Triticale 52 98,5 Triticale 76 89
Triticale 5 90 Triticale 29 89 Triticale 53 125 Triticale 77 82
Triticale 6 82,4 Triticale 30 60 Triticale 54 112,5 Triticale 78 96
Triticale 7 98 Triticale 31 85 Triticale 55 87,5 Triticale 79 83
Triticale 8 86,5 Triticale 32 73 Triticale 56 86 Triticale 80 90
Triticale 9 79 Triticale 33 91,5 Triticale 57 88 Triticale 81 104
Triticale 10 95 Triticale 34 88,5 Triticale 58 75 Triticale 82 62,5
Triticale 11 111 Triticale 35 115 Triticale 59 107,5 Triticale 83 95
Triticale 12 84 Triticale 36 89 Triticale 60 78 Triticale 84 68
Triticale 13 92 Triticale 37 111 Triticale 61 65 Triticale 85 81,5
Triticale 14 92 Triticale 38 102 Triticale 62 97 Triticale 86 80
Triticale 15 77 Triticale 39 87,5 Triticale 63 86,5 Triticale 87 104,5
Triticale 16 66 Triticale 40 88 Triticale 64 104 Triticale 88 85
Triticale 17 91 Triticale 41 87 Triticale 65 88,5 Triticale 89 104
Triticale 18 84,5 Triticale 42 96 Triticale 66 112,5 Triticale 90 86
Triticale 19 86 Triticale 43 85 Triticale 67 87 Triticale 91 89
Triticale 20 104 Triticale 44 82 Triticale 68 92 Triticale 92 92
Triticale 21 106 Triticale 45 93 Triticale 69 77,5 Triticale 93 90
Triticale 22 91,5 Triticale 46 118 Triticale 70 86,5 Triticale 94 76,5
Triticale 95 81 Triticale 117 112 Triticale 139 80,5 Triticale 159 82
Triticale 96 116 Triticale 118 66 Triticale 140 84 Triticale 160 92,5
Triticale 97 82 Triticale 119 107 Triticale 141 76,5 Triticale 161 88,5
Triticale 98 72 Triticale 120 76,5 Triticale 142 108 Triticale 162 81,5
Triticale 99 99 Triticale 121 93 Triticale 143 100 Triticale 166 71,5
Triticale 100 98,5 Triticale 122 116 Triticale 144 104,5 Triticale 167 72
Triticale 101 111 Triticale 123 111 Triticale 145 66,5 Triticale 168 89
Triticale 102 80,5 Triticale 124 92 Triticale 146 58 Triticale 169 72,5
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Triticale 103
Triticale 104
Triticale 105
Triticale 106
Triticale 107
Triticale 108
Triticale 109
Triticale 110
Triticale 111
Triticale 112
Triticale 113
Triticale 114
Triticale 115
Triticale 116

Triticale 184
Triticale 185
Triticale 186

Tab.6. Populacja segregujaca wraz z formami rodzicielskimi — dlugos$¢ pedu

73
88
88
77
84
89
82
89
101,5
82
105
110
106
76,5

97
60
87

Triticale 125
Triticale 126
Triticale 127
Triticale 128
Triticale 129
Triticale 130
Triticale 131
Triticale 132
Triticale 133
Triticale 134
Triticale 135
Triticale 136
Triticale 137
Triticale 138

79,5
86
80
85
84

96,5

82,5

101,5

68,5

86,5

79,5

121

91,5

72,5

Triticale 147
Triticale 148
Triticale 149
Triticale 151
Triticale 152
Triticale 153
Triticale 154
Triticale 155
Triticale 163
Triticale 164
Triticale 165
Triticale 156
Triticale 157
Triticale 158

87,5
75,5
73,5
84
91,5
72,5
83
90
114
71,5
82
93,5
110
85

Triticale 170
Triticale 171
Triticale 172
Triticale 173
Triticale 174
Triticale 175
Triticale 176
Triticale 177
Triticale 178
Triticale 179
Triticale 180
Triticale 181
Triticale 182
Triticale 183

77,5
71,5
76
68,5
96,5
77,5
80
108,5
105
86,5
80
81
80,5
71

W wyniku przeprowadzonych analiz uzyskano 11 043 markery SilicoDArT specyficzne
dla ro$lin wysokich, niskich oraz §rednich. W obrebie tych markeréw zidentyfikowano 4 624
markery SNP. Sposrdéd tych markerow jedynie 5 byly to markery specyficzne dla roslin niskich
1 zanikajace wraz ze wzrostem dtugosci pedu (Rys. 1).

Srednia warto$¢ PIC dla wszystkich analizowanych prob wynosita 0,268. W
analizowanej populacji stwierdzono do$¢ wysoki wspotczynnik heterozygotycznosci, ktory
wynosit 0,444. Zwiazane jest z faktem iz analizowana populacja byta populacja F2, czyli na
bardzo wczesnym poziomie zaawansowania hodowlanego.

16358601 | F|0-5:A5G-5:A5G
14200836 F | 0-10:T>C-11:T>C
4219577|F|0-5:GA-5:G>A
18531930 F| 0-5:A>T-5:A>T
13042861 | F| 0-63:G5T-63:G5T
14353187|F| 0-5:G>C-5:G>C
116312343 | F|0-25:A>C-25:A>C
116312043 |F|0-13:6>C-13:G>C
110511847 F|0-30:6>C-30:G>C
16312333 | F| 0-9:T>A-9:T>A
114479494 | F | 0-8:T>C-8:T>C
4564113 |F|0-28:6>A-28:G>A

'8\536791] F|0-9:T>G-9:T>G

18539582 | F| 0-13:A>G-13:A>G

TGCAGATTCGACCTCGACGGCGACGGCAAACTCTCATTCGACGAGTTCCGAGATCGGAAGAGCGGTTCA
TGCAGCGTTTCTAGGCAGCGCCATGGCGTGCGGCGGCGACCTGGTATGGAGATGGCCGAGATCGGAAGA
TGCAGGCCTACAGAGATTCACATATCGACACAAACAGGTAGGCATAGATCGATCGATCTGTCAGGCAAC
TGCAGACTGGTGCCGCATGGGCGCGAGCGCCGCAGTCAATGGCAAGCGAGATAGGCTAGTCGGCCGAGA
TGCAGAAGAGCATCCTCAACAGCAGTCGCTCCGACATCGTCCAGCTTAAACATGTCTCTCATGGCCATG
TGCAGGGTGTGGTGCTGATGAGATTGCCCACCGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACC
TGCAGGAGAGGAGGCGCGCTCGTGAACCCCGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACCGA
TGCAGATCTTGACGAACGGGAGGTACCGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACCGATCT
TGCAGCGGCGGACGCCGACCACCTCCGTCTGGAGCCGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGA
TGCAGCTTCTAGAAACGAACGTCGCCGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACCGATCTC
TGCAGCTTTGGGACGGAGGCGCCGTCGGTAGCCGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGAC
TGCAGCTTCGGCGTCGACGCGGCCGCGGGCACGGGCTCGCGCTTGGCGTGGTGGCCAGCAGCGGAGGLG
TGCAGTTATTGCGCGCAGCCGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACCGATCTCGTATGC
TGCAGTTCAGCAAACGGGGCTGCCGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACCGATCTCGT

TGCAGATTCGACCTCGACGGCGACGGCAAACTCTCATTCGACGAGTT!
TGCAGCGTTTCTAGGCAGCGCCATGGCGTGCGGCGGCGACCTGGTAT
TGCAGGCCTACAGAGATTCACATATCGACACAAACAGGTAGGCATA(
TGCAGACTGGTGCCGCATGGGCGCGAGCGCCGCAGTCAATGGCAAG!
TGCAGAAGAGCATCCTCAACAGCAGTCGCTCCGACATCGTCCAGCTT,
TGCAGGGTGTGGTGCTGATGAGATTGCCCACCG
TGCAGGAGAGGAGGCGCGCTCGTGAACCCCG
TGCAGATCTTGACGAACGGGAGGTACCG
TGCAGCGGCGGACGCCGACCACCTCCGTCTGGAGCCG
TGCAGCTTCTAGAAACGAACGTCGCCG
TGCAGCTTTGGGACGGAGGCGCCGTCGGTAGCCG
TGCAGCTTCGGCGTCGACGCGGCCGCGGGCACGGGCTCGCGCTTGGL

TGCAGTTATTGCGCGCAGCCG

TGCAGTTCAGCAAACGGGGCTGCCG

Rys. 1 Markery specyficzne dla ro$lin niskich populacji segregujace;.

Analiza bioinformatyczna za pomoca platformy Phytozome 12 wykazata, ze wszystkie te
markery sa specyficzne dla telomerow krotkich ramion dwdch chromosoméw pszenicy 6A i 1B (Rys.2).
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~BLAST Inputs Output Modifications

Query your.query (69 letters) Clear JBrowse Yes ® No
Target Triticum aestivum v2.2 genome (86710 sequences, 634419438 total
letters)
Program BLASTN 2.3.0+

View | Target | Query
Allow Query Overlap ® yves No
Max Intron Size | 5000
Hits Found 16 Download results | select BLAST format
Defline Score E Target View [click feature to view in JBrowse]
Festure scale Target scale

10.0 0 12k
D ta_iwgsc_6as_v1_4394784 60.8 1368

P ta_iwgsc_1bs_vi_3453003 60.3 1368

e scale T
10,0 o 10k

Office of

U.S. DEPARTMENT OF
e ENERGY Science

Rys.2 Wynik analizy BLAST na platformie Pchytozome 12

Analiza porownawcza ekspresji gendw ze szlaku biosyntezy giberelin wykazata
istnienie roéznic w poziomie transkryptow tych gendéw u analizowanych form pszenzyta.
Podwyzszony poziom ekspresji obu genow zaangazowanych w pierwszy etap biosyntezy
giberelin, czyli biosyntezg ent-kaurenu, obserwowano jedynie u odmiany Magnat. Odmiana ta
charakteryzowata si¢ najwyzszym wsrod badanych form poziomem transkryptow genéw CPS
(syntazy pirofosforanu kopalilu) oraz KS (syntazy ent-kaurenu). Obnizenie ekspresji obu
gendéw zaangazowanych w poczatkowe etapy biosyntezy giberelin obserwowano u odmiany
Fidelio. W poréwnaniu do formy wysokiej CZR 891/01, forma niska CZR 876/01 pochodzaca
z kombinacji krzyzowkowej [(Jana x Tempo) xJana] x Aegilops juvenalis odznaczata si¢
znacznym podwyzszeniem poziomu transkryptéw genu CPS oraz niewielkim obnizeniem
poziomu transkryptow genu KS.

Kolejnym badanym genem byt gen oksydazy ent-kaurenowej (KO) uczestniczacy w
dalszym przeksztatcaniu ent-kaurenu. Najwyzszy poziom ekspresji tego genu obserwowano u
odmiany Magnat. Wzrost poziomu transkryptu genu KO obserwowano takze u analizowanej
formy niskiej CZR876/01. U odmian Fidelio, Woltario 1 Zorro ekspresja genu KO byta
obnizona.

Analiza poziomu transkryptow wykazata rézne wzory ekspresji genéw kodujacych
oksydazy GA-20 i GA-3 w badanym materiale. Najnizsze poziomy ilosci transkryptu obu
genow (GA-200x i GA-30x) zaobserwowano w formie wysokiej CZR 891/01, pochodzacej z
analizowanej kombinacji krzyzowkowej. Najwyzszy poziom transkryptu GA-20ox ujawnit si¢
w przypadku karta CZR 876/01 pochodzacego z wyzej wymienionej kombinacji krzyzowe;.
Najwyzszg natomiast ekspresje GA-30x stwierdzono w odmianach Magnat i Woltario. Na
uwage zastuguje réznica w poziomach transkryptu GA-200x migdzy formami karlowymi 1
wysokimi uzyskanymi z badanej kombinacji krzyzowej. Jak wykazano w literaturze,
zwigkszona ekspresja GA-200x nie zawsze jest powigzana z wysokim fenotypem, poniewaz na
poziom bioaktywnych giberelin wptyw majg zaréwno ich synteza i inaktywacja, jak i
precyzyjna regulacja sprz¢zenia zwrotnego.

Ostatnim z badanych genéw byl gen GA2-ox kodujacy GA 2-oksydaze, ktora
uczestniczy w inaktywacji bioaktywnych giberelin poprzez ich 2B-hydroksylacj¢. Podobny
profil ekspresji genu GA20x uzyskano dla badanej formy niskiej CZR876/01 pochodzacej z
kombinacji krzyzéwkowej oraz dla odmian Fidelio i Woltario. Formy te charakteryzowaty sig¢
spadkiem poziomu transkryptow genu GA2-ox, przy czym najnizszy poziom ekspresji tego
genu obserwowano u odmiany Woltario. W poréwnaniu do analizowanej formy wysokiej CZR
891/01 wyzszy poziom ekspresji genu GA20x odnotowano u odmian Magnat i Woltario.

Whyniki przeprowadzonych analiz uzyskane z wykorzystaniem sond molekularnych
zosaly potwierdzone w analizach opartych o wykorzystanie barwnika SYBR Green.
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Mierniki dla tematu badawczego 4 (podac w tabeli)

Lo Warto$¢ miernika Warto$¢ miernika
Lp. miernik . )
podana w opisie zrealizowana
1 Liczba genotypowanych roslin (DArT) 188 188
5 Liczba przeanalizowanych genéw (real- 6 6
time PCR)

4, Informacja nt. prezentacji wynikéw badan (poda¢ w tabeli - nalezy wymienié konferencje, na ktérych
planuje si¢ zaprezentowa¢ wyniki i/lub wymieni¢ publikacje, ktore zostang przygotowane i przyjete do druku w trakcie
realizacji zadania w danym roku).

Prezentacja wynikoéw na konferencjach

Ip. konferencja Rodzaj Liczba
prezentacji® prezentacji

1 8th International Triticeae Symposium oster 9
2017, 12-16.06.2017 P

Publikacje w monografiach/czasopismach recenzowanych

Ip. monografia/czasopismo Rodzaj Liczba
publikacji’ publikacji

6. Miernik zadania — stopien realizacji

Warto$¢ miernika T .y o
L . . Wartos¢ miernika Stopien realizacji
Lp. Miernik podana w opisie - X
. zrealizowana zadania
zadania
1 2 3 4 5
Temat badawczy 1
11 Liczba wyquanych kombinacji 100 100 1,00
krzyzéwkowych.
Temat badawczy 2
2.1 Liczba fenotypowanych roslin 80 80 1,00
Temat badawczy 3
Liczba kombinacji krzyzéwkowych z
3.1 ktoérych zarodki beda przeznaczone do 20 20 1,00
kultur in vitro
Temat badawczy 3
Liczba genotypowanych roslin (DArT) 188 188
4.1 Liczba przeanalizowanych genow 6 6 1,00
(real-time PCR)
SREDNIA 1,00
% REALIZACJI 9
ZADANIA 100,0%
Sporzadzono:

Lublin, 12.01.2018

5 Poda¢ miernik — np. ilo$¢ planowanych testow, prob, badanych genotypow etc.
® Poda¢, czy planowany jest wyktad plenarny, doniesienie konferencyjne czy poster.
" Podac, czy planowana jest publikacja oryginalna, czy np. polemika, list do edytora, rozdziat w monografi etc.
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Piecze¢ jednostki Osoba reprezentujaca jednostke Kierownik zadania

data podpis i pieczgl podpis
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