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Mapowanie asocjacyjne genéw odpornosci na rdze
brunatna (Puccinia triticina) i septorioze paskowana

liSci (Septoria tritici) w pszenicy

Association mapping for resistance genes to leaf rust (Puccinia triticina) and Septoria

tritici blotch (Septoria tritici) in wheat

Pawet Czembor *, Dariusz Mankowski, Piotr Stowacki, Dominika

Piaskowska

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy,

Zakfad Genetyki i Hodowli Roslin,
P4 e-mail: p.czembor@ihar.edu.pl, tel. 22 7334555

Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi, nr HOR.hn.802.19.2018,

Zadanie nr 4.

Stowa kluczowe: mapowanie, markery molekularne, odporno$é, pszenica ozima, Puccinia triticina, Septoria tritici

Rdza brunatna (czynnik sprawczy Pucci-
nia triticina) i septorioza paskowana liSci (ang.
Septoria Tritici Blotch, STB) (czynnik spraw-
czy Septoria tritici) sa jednymi z wazniejszych
choréob mogacych spowodowaé znaczne stra-
ty plonu ziarna w uprawie pszenicy (Eyal iin.
1987, McKendry i in. A1995), stad duzy nacisk
na poszukiwanie nowych zrédel odpornosci
i odowlg hodmian odpornych.

W ramach pierwszego tematu badawczego
w roku 2019 oceniono stopien porazenia zestawu
200 odmian/linii pszenicy ozimej (obejmujacego
175 odmian/linii europejskich oraz 25 odmian/
linii r6znicujacych) przez wybrany izolat S. #ritici.
W tym celu jesienig 2018 roku zatozono doswiad-
czenie w ukladzie dwoch losowych blokdw,
wysiewajac odmiany/linie pojedynczych jedno-
metrowych rzadkach. Wiosng rosliny z rozwinig-
tym w pehni lisciem flagowym zakazono izolatem
S. tritici IPO86036 i po trzech tygodniach prze-
prowadzono ocen¢ reakcji fenotypowej kazdego
obiektu. Precyzyjne okreslenie parametrow choro-
bowych wykonano przy uzyciu komputerowe;j
analizy obrazu porazonych lisci (WinCam 2010,
Regent Instruments Inc., Kanada). W celu wyroz-
nienia odmian charakteryzujacych si¢ podobnag
reakcjg zastosowano analizg skupien aglomeracyj-
nego grupowania hierarchicznego (ang. agglome-
rative hierarchical clustering, AHC) przy uzyciu
algorytmu UPGA (ang. unweighted pair-group

average)(programkomputerowyGenstat19,VSNI,
W. Brytania). W wyniku analizy otrzymano 6
grup obiektow. Najliczniejsza grupa sktadala si¢
z 130 obiektéw, w tym 11 obiektéw o wysokim
poziomie odpornosci na STB (pokrycie nekro-
z3<30% oraz pokrycie piknidiami<10%). Wsrod
nich znalazly si¢ odmiany Kranich, Desamo,
Lear, Jenga, Zappa, Intro, Glaucus i Erasmus
oraz 3 linie/odmiany z zestawu roznicujgcego:
M3 synthetic (W-7976) (Stb16g (3DL) + Stb17
(5AL)), Solitar (QTLe na chromosomach 5A,
6D i1 7D) i Tuareg (QTLe na chromosomach 4B
1 6B + Stb6). W ramach drugiego tematu badaw-
czego przy zastosowaniu technologii DArT-seq
wykonano genotypowanie zestawu 188 obiektow
wybranych sposrdd linii/odmian wykorzystanych
w testach fitopatologicznych. Uzyskane dane
zostang wykorzystane w badaniach asocjacji
w skali catego genomu (GWAS - ang. geno-
me - wide association studies) zaplanowanych
na nastgpny rok realizacji tematu.

Literatura

Eyal, Z., Scharen, A.L., Prescott, J.M., van Ginkel, M.
(1987). The Septoria diseases of wheat: concepts and
methods of disease management. CIMMYT,
Mexico

McKendry, A.L., Henke, G.E., Finney, P.L. (1995). Effects
of septoria leaf blotch on soft red winter wheat milling
and baking quality. Cereal Chemistry 72: 142—146.

Komunikat

Short communication


mailto:p.czembor%40ihar.edu.pl?subject=

BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI | AKLIMATYZACJI ROSLIN Nr 291 (1) / 2020: 5-6

E-ISSN: 2657-8913

1A H

Badania nad wptywem translokacji 1B/1R na
efektywnos¢ uzyskiwania linii DH pszenicy oraz ich

wartos¢ technologiczng

Studies on the effect of 1B/1R translocations on the efficiency of obtaining wheat

DH lines and their technological value

Tadeusz Adamski */, Maria Surma, Zygmunt Kaczmarek, Anetta
Kuczynska, Krzysztof Mikotajczak, Piotr Ogrodowicz, Renata Trzeciak,

Alina Aniota, Renata Holewinska

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznan,

P4 e-mail: tada@igr.poznan.pl, tel. 6550271

Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr HOR. hn. 802.2.2019. Zadanie 3.

Stowa kluczowe: interakcja genotypowo-srodowiskowa, linie homozygotyczne, pszenica ozima, translokacje 1B/1R

Celem badan wieloletnich jest stwierdzenie,
czy obecne w niektorych odmianach pszenicy
translokacje 1B/1R majg wplyw na efektywnos¢
uzyskiwania form haploidalnych i linii podwojo-
nych haploidow na drodze krzyzowania pszenicy
z kukurydza oraz zmienno$¢ i stabilno$¢ uzyska-
nych na tej drodze genotypow. W 2019 r. badano
strukture interakcji genotypowo-srodowiskowej
wybranych cech plonotworczych i technolo-
gicznych ziarna linii DH i1 SSD pszenicy psze-
nicy ozimej, wyprowadzonych z mieszancow
form translokowanych z nietranslokowanymi,
na podstawie serii do§wiadczen polowych zatozo-
nych w czterech lokalizacjach. Kazde z do§wiad-
czen zatozono w dwoch powtdrzeniach w uktadzie
czynnikowym z zastosowaniem schematu split
-blok o blokach kompletnych.

Material do badan stanowily trzy popula-
cje linii DH 1 SSD pszenicy ozimej: SM/TBI,
ANDI130 i KAREN. w sktad kazdej z badanych
populacji wchodzity w tej samej liczbie linie DH
1 SSD zawierajace translokacje 1B/1R i bez trans-
lokacji. Lacznie kazde doswiadczenie obejmo-
wato 120 linii. Obserwacje dotyczyly wysokos$ci
ro$lin, masy 1000 ziaren, plonu z poletka, zawar-
tosci biatka w ziarnie (% s.m.), zawartosci glute-
nu (%) oraz wskaznika sedymentacji Zeleny’ego
(cm?), a takze wytrzymatoS$ci ciasta na rozcigga-
nie.

Uzyskane wyniki obserwacji obliczono
statystycznie stosujac jednowymiarowa (ANOVA)

i wielowymiarowa (MANOVA) analize warian-
cji 1 pokrewne metody wielu zmiennych. Formy
translokowane poréwnano z nietranslokowanymi
poprzez oceng i testowanie kontrastow migdzy
nimi pod wzgledem poszczegodlnych cech. Doko-
nano takze szczegdtowej analizy linii DH i SSD
oceniajgc ich efekty gtowne. W analizie wariancji
wyodrebniono jako zrodla zmiennosci srodowi-
ska, genotypy oraz interakcj¢ genotypy * srodo-
wiska (GE) z rozbiciem na regresj¢ wzgledem
srodowiska i odchylenia od regresji, a takze btad
doswiadczenia. Pozwolito to na weryfikacje¢ hipo-
tez ogolnych o braku efektow gtownych $rodo-
wisk, braku interakcji GE oraz braku odchylen od
regresji. W kolejnym kroku dokonano szczegoto-
wej analizy kazdej linii poprzez podanie oceny jej
efektu gtéwnego dla badanych cech plonotwor-
czych i technologicznych oraz wielkosci interak-
¢ji GE mierzonej za pomoca statystyki F.

Istotny wplyw translokacji na $rednie warto-
sci efektow gtownych zaobserwowano tylko
w populacji AND130 w odniesieniu do wysokosci
roslin. Sredni efekt gtowny dla linii SSD nietrans-
lokowanych (SSDn) wynosit 6,2 cm, podczas
gdy dla linii SSDt (translokowanych) przybierat
warto$ci ujemne (-3,94 cm). Podobna tendencja
wystgpila réwniez w tej populacji dla linii DH.
Dla masy 1000 ziaren w badanych populacjach
nie obserwowano istotnego wplywu translokacji
na $redni efekt glowny.

Pod wzgledem plonu z poletka wigkszo$¢
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z badanych linii DH i SSD, zaré6wno zawierajacych
translokacje jak i bez translokacji, nie odbiegata od
sredniej dla wszystkich genotypow. Tylko nielicz-
ne linie DH lub SSD, zar6wno translokowane jak
i nietranslokowane, odznaczaly si¢ dodatnimi
warto$ciami efektow gtownych punktow. Uwage
zwraca populacja AND130, w ktorej S$rednia
dla grupy linii SSD z translokacjami istotnie prze-
wyzszala $rednig dla wszystkich genotypdow.

Celem badan bylo takze okreslenie zwigzku
migdzy wystepowaniem translokacji pszenno-zyt-
nich a ksztaltowaniem si¢ parametrow technolo-
gicznych ziarna pszenicy. Parametry technologiczne
ziarna okreslono za pomocg spektofotometru
typu DA7200 firmy Perten. Oznaczono procen-
towa zawarto$¢ biatka w s.m., zawarto$¢ glute-
nu (%) oraz wskaznik sedymentacji Zeleny’ego
(cm?). Linie SSD z translokacja 1B/IR w popula-
cjach AND130 i KAREN w poréwnaniu do linii
SSD nietranslokowanych odznaczaty si¢ na og6t
nizszymi od S$redniej dla wszystkich genotypow
wartosciami wskaznika sedymentacji Zeleny’ego.
Nie stwierdzono istotnego wplywu translokacji
na ksztaltowanie si¢ pozostatych cech.

W 40 liniach wybranych losowo z populacji
ANDI130 oraz SM/TB1 okreslono wytrzymatosci
ciasta na rozcigganie. Analizy przeprowadzono
na analizatorze tekstury z przystawka Kieffer’a
(TA XT plus Texture Analyser Dough & Gluten
Extensibility Rig). Stwierdzono, ze w populacji
SM/TBI linie z translokacja 1B/1R charakteryzo-
waly si¢ wigksza wytrzymatoscig ciasta na zrywa-
nie i niewiele wigkszym oporem w pordéwnaniu
do form bez translokacji zytniej. Uzyskane wyni-
ki wskazuja, ze obecnos$¢ translokacji 1B/IR
w niektorych populacjach linii DH i SSD moze
wplywac¢ korzystnie na wytworzenie wystarczajaco
silnej struktury ciasta do zapewnienia korzystnego
miesienia rownomiernego i stabilnego rozktadu
pecherzy powietrza podczas fermentacji i relaksa-
cji ciasta.

Przeprowadzona seria do$wiadczen pozwoli-
fa na zbadanie, czy obecno$¢ translokacji pszen-
no-zytnich ma wpltyw na reakcje linii pszenicy

na zréznicowane warunki $rodowiskowe, a wiec
na ich stabilno$¢ pod wzgledem wybranych cech
agronomicznych 1 technologicznych. Stabilno$¢
linii analizowano za pomocg programu kompu-
terowego SERGEN (Calinski i in. 2005). Stwier-
dzono, ze wigkszo§¢ zarowno translokowanych
jak 1 nietranslokowanych linii DH i SSD pszeni-
cy byla stabilna pod wzgledem analizowanych
cech. Sposrod badanych populacji uwage zwraca
AND130; ktorej linie SSD zawierajace transloka-
cje byly stabilne pod wzgledem plonu z poletka
w roznych warunkach $rodowiska i zarazem odzna-
czaly si¢ wysokimi zdolnosciami adaptacyjnymi.
Podobne zaleznosci wystapity w liniach SM/TBI1.

Interesujacych wynikow dostarczyta, wykona-
na dla kazdej populacji odrebnie, analiza linii DH
1 SSD pod wzgledem wysokosci roslin, masy 1000
ziaren oraz plonu z poletka analizowanych tacznie.
W kombinacji krzyzowkowej AND130 usytuowa-
nie na ptaszczyznie w ukladzie dwoéch pierwszych
sktadowych gtownych punktow z czterech ocenia-
nych grup linii (SSDn, SSDt, DHn, DHt) jedno-
znacznie wskazuje, ze punkt opisujacy linie SSDn
jest znacznie oddalony od punktéw przedstawiaja-
cych pozostate linie. Podobne zaleznos$ci wystapity
migdzy badanymi formami w populacji KAREN,
gdzie linie SSDn istotnie odbiegaly od SSDt.
W populacji SM/TB1 odleglosci migdzy grupami
badanych linii okazaty si¢ nieistotne, co wskazuje
na podobne ksztattowanie si¢ cech agronomicznych
w liniach DH i SSD translokowanych i nietrans-
lokowanych. Uzyskane wyniki sugeruja, ze trans-
lokacja 1B/1R moze mie¢ wpltyw na ksztaltowanie
si¢ badanych cech i poziom ich interakcji ze $rodo-
wiskiem. Analiza serii eksperymentow data mozli-
wo$¢ wyboru linii, ktore sg stabilne i odznaczaja si¢
korzystnymi wartosciami cech z punktu widzenia
hodowli roslin.

Literatura
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Poszukiwanie oraz wykorzystanie markeréw
fenotypowych, metabolicznych i molekularnych
do badania typoéw odpornosci na fuzarioze ktoséw
u form pszenicy o zréznicowanej podatnosci

Identification and application of phenotypic, metabolic and molecular markers in
studies of types of resistance to Fusarium head blight in winter wheat accessions

differing in resistance

Tomasz Goral '™, Halina Wisniewska?, Pawet Czembor?, Piotr
Ochodzki', Magdalena Radecka-Janusik', Maciej Majka?, Jarostaw

Przetakiewicz'

"Instytut Hod owli i Aklimatyzacji Ro$lin — Panstwowy Instytut Badawczy, Radzikéw,
2|nstytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, Poznan,

P4 e-mail: t.goral@ihar.edu.pl, tel. 22 7334636

Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr decyzji HOR.hn.802.3.2019,

Zadanie nr 6.

Stowa kluczowe: Fhb1, Fusarium, fuzarioza ktosow, markery molekularne, mykotoksyny, odpornos¢, pszenica

Cele projektu

— Ocena stopnia porazenia kloséw genoty-
pOw pszenicy ozimej przez Fusarium celem
wyboru form odpornych pod wzgledem
odpornosci typu 1 (na infekcje pierwotnag)
oraz 2 (na rozprzestrzenianie si¢ Fusarium
w ktosie) na fuzarioz¢ ktosow

— Ocena odpornosci na uszkodzenie ziarnia-
koéw przez Fusarium (typ odpornosci 3) oraz
tolerancji genotypow pszenicy na fuzariozg
ktoséw (typ odpornosci 4) celem wyboru
form odpornych

— Okreslenie zawartosci ergosterolu (wskaznik
zawartosci grzybni) oraz toksyn fuzaryjnych
—w ziarnie (typ odpornosci 5) wybranych
genotypow pszenicy wykazujacych podwyz-
szona odporno$¢ na porazenie ktosa i uszko-
dzenie ziarniakow przez Fusarium

— Ocena odpornosci na fuzariozg ktoséw dla
linii po selekcji molekularnej oraz rozmno-
Zenie co najmniej pigciu wybranych rodzin
F.BC,

Odporno$¢ na fuzarioze kloséw genotypow
pszenicy testowano w warunkach polowych
w [HAR Radzikéw oraz w IGR PAN w Poznaniu.
Materiat badawczy stanowily genotypy, ktore

wykazaty odpornos¢ w roku 2017 oraz nowe
niebadane dotychczas genotypy. Formy wzorco-
we stanowily odmiany i linie odporne; wybrane
genotypy o wysokiej podatnosci na porazenie
ktosa; wspoélczesne odmiany o wysokim plonie.
Klosy pszenicy w fazie kwitnienia opryskiwa-
no zawiesing zarodnikow Fusarium culmorum.
Oceniano porazenie klosow wyliczajac indeks
fuzariozy ktosow (IFK).

W celu okreslenia odpornosci typu 1 klosy
pszenicy opryskiwane byly zawiesing zarodni-
kow F. culmorum. Oceniana byla liczba punktow
infekcji na ktosach. W celu okreslenia odpornosci
typu 2 zastosowana byla metoda inokulacji punk-
towej. Nasilenie fuzariozy ktoséw oceniane byto
poprzez okres$lanie liczby kloskéw z objawami
choroby.

Prowadzone byly doswiadczenia infekcyj-
ne w 5 lokalizacjach. W doswiadczeniach tych
wysiano nowe genotypy, ktorych odporno$¢ nie
byta dotychczas badana. Metodyka doswiadcze-
nia byta podobna jak w Radzikowie i Poznaniu.

Proporcja ziarniakow uszkodzonych przez
Fusarium byla okre§lana wizualnie poprzez
podziat proby ziarniakow na ziarniaki zdrowe
i ziarniaki z objawami porazenia przez Fusa-
rium (Argyris i in. 2003). Wyliczono wartos¢ FDK
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w oparciu o mas¢ ziarniakow uszkodzonych (FDK
masa) oraz ich liczb¢ (FDK liczba) w odniesieniu
do masy lub liczebno$ci catej proby. Okreslona
zostata wzgledna warto$¢ komponentow plonu ziar-
na w odniesieniu do prob kontrolnych.

W wybranych probach ziarna pszenicy
z doswiadczen z roku 2018 analizowana byta zawar-
tos¢ DNA F. culmorum 1 chemotypow 3ADON
i NIV. Wykorzystano technike real-time PCR
zgodnie z metodyka opisana przez Nicolaisen i in.
(2009) i Nielsen i in. (2014). Wyliczono wzgledna
zawarto$¢ DNA F. culmorum w stosunku do DNA
pszenicy (pg/pg).

Ziarno z genotypow o najwyzszej odpornosci
analizowano pod wzgledem zawarto$ci ergostero-
lu oraz toksyn fuzaryjnych. Zawartos¢ ergosterolu
okreslona byla metoda wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej (Perkowski i in., 2007, 2008).
Zawarto$¢ trichotecendw z grupy B (deoksyniwale-
nol [DON], 3-acetyl deoksyniwalenol [3AcDON],
15-acetyl deoksyniwalenol [15AcDON], niwale-
nol [NIV]) analizowano przy wykorzystaniu tech-
niki chromatografii gazowej (Goral i in. 2019).
Zawarto$¢ zearalenonu (ZEN) oznaczano za pomo-
ca ilosciowego testu ELISA AgraQuant® ZON
40/1000 zgodnie z procedura podang przez produ-
centa.

W  kolejnym doswiadczeniu wykorzystano
nasiona zebrane z ro$lin pokolenia F BC, wybrane
po selekcji wspomaganej markerami molekularny-
mi (MAS) przeprowadzonej w roku 2018. Rosliny
te pochodzity z pieciu kombinacji krzyzoéwkowych.
Do testow fitopatologicznych wybrano linie zawie-
rajace gen Fhbl, tzn. homozygotyczne w typie
rodzica dawcy w loci markerow sprzezonych
z genem oraz (w miar¢ mozliwos$ci) homozygo-
tycznych w typie rodzica wypierajacego w loci
markerow flankujacych. Dodatkowo wybrano linie
kontrolnych (obiekty po krzyzowaniach wstecz-
nych, ale bez genu Fhbl), w ktorych nie wykryto
genu odporno$ci, wzorce odporne (w wiekszosci
z genem Fhbl) i wzorce podatne oraz odmiany
o roznej podatnosci. Badano odpornos¢ typu 11 2
na fuzarioze¢ ktosow.

Po zakonczeniu doswiadczenia z kazdej rodziny
F,BC, zebrano nasiona, ktore zostang wykorzystane
w kolejnym roku badan.

Sredni indeks fuzariozy ktoséw (IFK) dla bada-
nych genotypéw w Poznaniu wyniodst 3,5 %, nato-
miast w Radzikowie 20,0%. Srednie wartosci IFK
roznily si¢ istotnie. Zmienno$¢ IFK byla wyzsza
w Radzikowie i wynosita 0 — 34,8% w Poznaniu
oraz 1,0 — 56,0 % w Radzikowie. Zidentyfikowano

genotypy o niskiej podatno$ci na porazenie klosa.
Indeksy fuzariozy ktoséw w Radzikowie i Poznaniu
korelowaly istotnie (r = 0,669).

Srednia odporno$é typu 1 wyniosta 1,54 punk-
tow infekcji (pi), zakres zmiennosci od 1,00 pi do
2,89 pi. Srednia odporno$é typu 2 wyniosta 2,1 pora-
zonych ktoskow (Ipk), zakres zmiennosci od 0,4 Ipk
do 5,8 Ipk. Zidentyfikowano genotypy o wysokiej
odpornosci typu 1 lub typu 2. Odpornosci typu 1
dla 4 grup genotypow nie roznity si¢ istotnie staty-
stycznie. W przypadku odpornosci typu 2 byla ona
najwyzsza u wzorcow odpornych (z genem Fhbl),
a najnizsza dla wzorcow podatnych i odmian. Brak
bylo korelacji obu typéw odpornosci. Odpornosé
typu 1 nie korelowata z IFK. Z IFK korelowata
natomiast odpornos¢ typu 2 (r = 0,592) oraz pota-
czone odpornosci typu 1+2 (r = 0,603). Odpornosé
typu 2 korelowata z IFK w warunkach polowych
w Poznaniu i Radzikowie.

W dos$wiadczeniach w 5 dodatkowych lokaliza-
cjach uszeregowanie genotypow pod wzgledem [FK
podlegato silnym wptywom $rodowiska. W zwigz-
ku z tym wyliczone wspotczynniki korelacji byty
istotne, jednakze mialy zréznicowane wartosci.
Sredni IFK uzyskany w Radzikowie i Poznaniu
korelowatl istotnie ze §rednim indeksem z 4 loka-
lizacji (r = 0,616). Analiza skltadowych gtownych
pozwolita na zidentyfikowanie genotypow wykazu-
jacych odpornos¢ na porazenie ktosa we wszystkich
srodowiskach. Znaleziono rowniez genotypy podat-
ne we wszystkich srodowiskach.

Srednie uszkodzenie ziarniakéw przez Fusa-
rium (FDK) w obu doswiadczeniach wyniosto
FDK masa = 3,3% oraz FDK liczba = 5,3%. Zakres
zmienno$ci wynosit dla FDK masa od 0,2 do 12,2%
oraz dla FDK liczba od 0,5 do 17,2%. Zidentyfiko-
wano genotypy o niskim uszkodzeniu ziarniakow.
Sredni IFK korelowat istotnie ze wartociami $red-
nimi FDK m i FDK L (r = 0,783 oraz r = 0,814).

Redukcja plonu ziarna z ktosa na skutek poraze-
nia kosoéw przez Fusarium wyniosta $rednio 14,6%.
Zakres zmienno$ci cechy 0 —39,1%. Liczba ziarnia-
kow w klosie zostata zredukowana $rednio o 18,9%.
Zakres zmienno$ci cechy 0 — 25,3%. Masa tysiaca
ziarniakOw zostata zredukowana S$rednio o 12,6%.
Zakres zmiennosci cechy 0,9 — 26,3%. Zidentyfi-
kowano genotypy o matej redukcji komponentow
plony ziarna. Sredni IFK i FDK korelowaty istotnie
z redukcjami komponentéw plonu. Zidentyfikowa-
no genotypy taczace odporno$¢ na porazenie ktosa,
uszkodzenie ziarniakow oraz niskg redukcje plonu
ziarna.

Koncentracja DNA F. culmorum w ziarnie
pszenicy wyniosta $rednio 8541 pg na 1 pg DNA
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pszenicy. Zakres zmienno$ci wynosit od 1402 pg/ug
do 31064 pg/ug. Koncentracja DNA chemotypu
3ADON wyniosta $rednio 3748 pg na 1 pg DNA
pszenicy. Zakres zmiennosci wynosit od 123 pg/ug
do 14075 pg/ug. Koncentracja DNA chemotypu
NIV wyniosta $rednio 2254 pg/ug. Zakres zmien-
nosci wynosit od 68 pg/ug do 10542 pg/ug. Nie
stwierdzono istotnej korelacji pomigdzy koncentra-
cja DNA F. culmorum lub chemotypdéw a zawarto-
$cig trichotecenéw B w ziarnie.

Srednia zawartos¢é DON w ziarnie badanych
genotypow wynosita 1750 ng/kg). Zakres zmien-
nosci od 92 do 8863 pg/kg. Stwierdzono obecnosé
w ziarnie pszenicy pochodnej acetylowej DON
— 3AcDON. Zawarto$ci tej toksyny byty bardzo
niskie i wyniosta $rednio 76 pg/kg. Srednia zawar-
tos¢ NIV w ziarnie badanych genotypow byta nizsza
niz zawarto$¢ DON 1 wynosita 477 pg/kg. Zakres
zmiennosci od 13 do 1657 pg/kg. Srednia suma-
ryczna zawarto$¢ trichotecendéw z grupy B w ziar-
nie genotypodw pszenicy wynosita 2304 pg/kg.
Zakres zmiennos$ci od 124 do 10940 pg/kg. Zawar-
to$¢ ZEN w ziarnie byta bardzo niska i jedynie w 15
probach (na 144 analizowane) przekroczyta limit
detekcji. Srednia zawarto$¢ ergosterolu w ziarnie
pszenicy wyniosta 5,25 mg/kg. Zakres zmiennosci
miescit si¢ w granicach od 1,60 mg/kg do 18,36
mg/kg. Indeks fuzariozy klosow i uszkodzenie ziar-
niakéw korelowaly istotnie z zawarto$cig tricho-
tecenow 1 ergosterolu. Stezenie DON korelowato
istotnie z zawarto$cig NIV. Analiza wieloczynniko-
wa pozwolita na identyfikacje genotypoéw o niskiej
akumulacji ergosterolu i trichotecenow z grupy B.

Wyniki uzyskane w badaniu odpornosci typu 1
dla 49 linii pszenicy z genem Fhbl pochodzacych
ze wszystkich pigciu rodzin F.BC, zawieraty si¢
w przedziale od 1 do 2,4 pi (punkty infekcji), nato-
miast dla typu 2 od 1 do 3,2 pk (porazone ktoski).
Wyniki dla 15 linii kontrolnych miescity si¢ w prze-
dziatach 1,2 - 2,0 pii 1,4 — 3,6 pk odpowiednio dla
typow 1 i 2. Srednie wartosci odpornosci typu 112
dla linii z genem Fhb 1 wyniosty odpowiednio 1,6 pi
i 1,7 pk. Dla linii kontrolnych warto$ci te wyniosty

1,6 pii 2,7 pk. Linie z genem FhbI i linie kontrol-
ne nie roéznity sie od siebie istotnie pod wzgledem
odpornosci typu 1. Nie wykryto rowniez istotnych
roznic pomiedzy badanymi liniami a wzorcami
odpornymi (w wiekszosci z genem Fhbl) i podat-
nymi. Réznice wykryto natomiast w odpornosci
typu 2. Linie z genem Fhbl wykazywaly istotnie
wyzsza odpornos¢ na rozprzestrzenianie si¢ Fusa-
rium w ktosie w poréwnaniu do linii kontrolnych,
odmian i wzorcéw podatnych oraz istotnie mniejsza
odporno$¢ w poréwnaniu do wzorcow odpornych.
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Stowa kluczowe: ekspresja genow TaCKX, masa korzenia, produktywnos$¢, pszenica

Celem tegorocznego tematu badawczego
byla kontynuacja oceny dziedziczenia znaczni-
kow  genetyczno/biochemiczno/fizjologicznych
produktywnosci i masy korzenia w przekazanych
przez hodowcdw genotypach/materiatach hodow-
lanych i poszerzenie puli charakteryzowanych
genotypow (ocena minimum 6 F; poszerzenie
puli genotypéw - minimum 10).

Wykonano cztery dalsze krzyzowania nie-
zbgdne do oceny 10 mieszancow pokolenia F,
oraz wytypowano kolejny zestaw 10 genotypow
pszenicy na podstawie informacji uzyskanych
z dotychczas przeprowadzonych badan. W wyty-
powanych genotypach oraz segregujacych poje-
dynkachF,zotrzymanychwczesniej 6 mieszancow
pokolenia F, oceniono poziom ekspresji wzgled-
nej genow TaCKXI, TaCKX6 oraz TaNAC-
2-54 w korzeniach siewek i1 gendéw TaCKXI,
TaCKX2.1/2.2 oraz TaNAC2-54 w dojrzewaja-
cych ktosach (7 dni po pyleniu = 7 DAP). Dane
te byly korelowane z masa korzenia siewek,
produktywnoscig i innymi waznymi cechami.
Poziom ekspresji badanych genéw w korzeniach
siewek dla 10 genotypow oraz 36 segregantow
pokolenia F, pochodzacych z 6 réznych krzyzo-
wan przedstawiono w tab. 1. Stwierdzono istot-
ne statystycznie korelacje pomiedzy ekspresja
genu TuNAC2-54 a ekspresja genu TaCKX6.
Poziom ekspresji genow TaCKX1, TaCKX2.1/2.2
oraz TuNAC2-54 w klosach 7 DAP dla wytypo-
wanych genotypodw oraz 36 segregantow poko-
lenia F, przedstawiono w tab. 2. Odnotowano
istotng statystycznie, silng korelacj¢ pomiedzy

ekspresja TaCKX1 a TaCKX2.1, a TaCKX2.2 oraz
TaNAC2-54, a takze miedzy ekspresja TaCKX2.1
a TaCKX2.2 oraz TaNAC2-54.

Wykonano pomiary morfometryczne najwaz-
niejszych cech fenotypowych jak masa korzenia
siewek 1 produktywnos$¢. Wyniki masy korze-
nia pobranych z wybranych 10 genotypéw oraz
srednie dla 6 pojedynkoéw F, pochodzacych z 6
krzyzowan zamieszczono w tab. 1. Nie stwier-
dzono wyraznej korelacji migdzy masg korzenia
i ekspresja genow TaCKX6 oraz TaNAC2-5A4. Dla
genu TuCKXI1 wykazano istotng statystycznie
korelacje z masa korzenia.

Wyniki innych cech fenotypowych, tj.
wysokosci ro$lin, liczby todyg i kltosow w tym
ktosow potpustych, liczby nasion, masy nasion
i $redniej dlugosci ktosa dla 10 genotypow oraz
36 segregantow pokolenia F, pochodzacych
z 6 roznych krzyzowan byty korelowane z pozio-
mem ekspresji badanych gendéw. Odnotowano
kilka istotnych statystycznie korelacji pomig-
dzy ekspresja genow TaCKX dla ktosow 7 DAP
w fitotronie. Dla genu 7a CKX1 stwierdzono istot-
ng statystycznie, negatywng korelacje ekspresji
z liczba nasion i masg nasion, a takze istotng
statystycznie, pozytywna korelacje z masg korze-
nia. Dla genu 7aCKX2.2 odnotowano istotng
statystycznie, pozytywng korelacje miedzy masg
korzenia a ekspresja tego genu w ktosach 7 DAP.
Stwierdzono istotng korelacj¢ pomiedzy ekspresja
genu TaNAC2-54 a masg nasion. Natomiast dla
ekspresji genu 7aCKX2. I nie odnotowano istotne;
korelacji z cechami fenotypowymi.
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Istotna statystycznie, silna korelacja pomigdzy
ekspresja genow TaCKXI, TuCKX2.1 a TuCKX2.2
oraz TaNAC2-54, a takze migdzy ekspresja
TaCKX2.1 a TaCKX2.2 oraz TaNAC2-54 w dojrze-
wajacych ktosach 7 DAP w fitotronie $wiadczy
o silnej wspotregulacji tych genow.

Pozytywna korelacja pomiedzy ekspresjg genu
TaCKX1 w ktosach 7 DAP oraz masg korzenia
potwierdza mozliwo$¢ uzycia tej wartosci jako
miernika do oceny wzrostu korzeni siewek a tym
samym prognozowania produktywnosci roslin.

Negatywna korelacja ekspresji genu 7aCKXI

w korzeniu z masa korzenia potwierdza przydat-
no$¢ poziomu ekspresji tego genu jako znacznika
masy korzenia a tym samym produktywnosci.

Istotne, dodatnie lub ujemne korelacje genow
TaCKX1, TaCKX2.2, TaNAC2-54 =z cechami
plonotwoérczymi §wiadczg o ich udziale w produk-
tywnosci.

Krzyzowanie linii réznigcych si¢ poziomem
ekspresji (w ktosach 7 DAP i korzeniach siewek)
oraz cechami plonotworczymi dostarczy nam infor-
macji na temat dziedziczenia ekspresji tych genow
1 wspoétdziedziczenia z nimi cech plonotworczych.

Tabela 1

Poziom ekspresji wzglednej genow TaCKX1, TaCKX6 oraz TaNAC2-5A oraz masa korzenia w korzeniach siewek
10 genotypow oraz Srednie wartosci dla 6 pojedynkéw F, pochodzacych z 6 krzyzowek (11-16).

10 genotypow oraz $rednie

Masa korzenia

L.p. 6x6F, ] TaCKX1 TaCKX6 TaNAC2-54
1 S3C 0,037 0,001 0,006 0,156
2 S5C 0,080 0,001 0,005 0,205
3 S6C 0,053 0,002 0,003 0,144
4 S12B 0,044 0,001 0,001 0,039
5 S8 0,075 0,001 0,002 0,047
6 P6 0,089 0,001 0,001 0,044
7 P9 0,101 0,000 0,002 0,127
8 Torridon 0,084 0,001 0,002 0,098
9 D16 0,098 0,001 0,002 0,058
10 D19 0,108 0,001 0,002 0,073
11 1K 0,046 0,001 0,002 0,076
12 2K 0,078 0,002 0,002 0,107
13 3K 0,063 0,001 0,001 0,120
14 4K 0,070 0,001 0,001 0,079
15 SK 0,075 0,001 0,002 0,091
16 6K 0,073 0,002 0,002 0,097
$rednia 0,073 0,001 0,002 0,098
(O] 0,021 0,001 0,001 0,045

Tabela 2

Poziom ekspresji genéw 7aCKX1, TaCKX2.1, TaCKX2.2 oraz TaNAC2-54 w dojrzewajacych klosach wytypowa-
nych genotypdéw oraz Srednie warto$ci dla 6 pojedynkow F,pochodzacych z 6 krzyzéwek (11-16).

Lp. | !0genotypow crazsrednie TuCKX] | TuCKX2.1 | TaCKX2.2 | TuNAC2-54
2

1 S3C 0,070 0,011 0,001 0,061
2 S5C 0,089 0,024 0,001 0,043
3 S6C 0,073 0,020 0,001 0,031
4 SI12B 0,026 0,014 0,001 0,025
5 S8 0,044 0,011 0,001 0,028
6 P6 0,055 0,017 0,001 0,038
7 P9 0,074 0,016 0,001 0,025
8 Torridon 0,038 0,012 0,002 0,062
9 D16 0,088 0,029 0,001 0,074
10 D19 0,053 0,015 0,001 0,034
1 1K 0,064 0,014 0,001 0,101
12 2K 0,049 0,012 0,001 0,050
13 3K 0,061 0,014 0,001 0,017
14 4K 0,059 0,017 0,001 0,049
15 5K 0,085 0,018 0,001 0,020
16 6K 0,069 0,016 0,002 0,055
Srednia 0,062 0,016 0,001 0,045

0s 0,018 0,005 0,000 0,022

12
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postegpu biologicznego w produkcji

roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr HoR.hn.802.11.2019, Zadanie nr 11.

Stowa kluczowe: fluorescencja chlorofilu, mrozoodporno$¢, rozhartowywanie, zimotrwato$¢, zmiany klimatyczne

Celem projektu przewidzianego do realiza-
cji w ciagu szesciu kolejnych zim jest okreslenie
czynnikéw wptywajacych na zimotrwatos$¢ psze-
nicy ozimej i pszenzyta ozimego w warunkach
polskich oraz czynnikéw najbardziej rdéznicujg-
cych zimotrwato$¢ badanych rodow. Cel realizo-
wany byl poprzez wieloletnie 1 wielopunktowe
doswiadczenia polowe z pomocg metod umoz-
liwiajacych modelowanie wptywu roznych para-
metrow pogodowych/klimatycznych na badane
cechy. W roku 2019 realizowane byly dwa tematy
badawcze.

Temat badawczy 1: Ocena zimotrwatosci oraz
mrozoodpornosci roslin.

Celem tematu bylo okreslenie zimotrwato-
$ci, mrozoodpornosci caltych roslin oraz mrozo-
odpornosci na poziomie komorkowym pszenicy
1 pszenzyta. Materiat do badan stanowity rody
pszenicy i pszenzyta ozimego w ilosci 67 rodow/
odmian pszenicy ozimej oraz 28 roddéw/odmian
pszenzyta ozimego wybranych sposréd rodow/
odmian badanych w doswiadczeniach wstep-
nych firm hodowlanych na rok 2018/19. Oceniana
byta: przezywalnos¢ roslin w tescie polowo-labo-
ratoryjnym oraz mrozoodporno$¢ aparatu foto-
syntetycznego (mrozoodporno$¢ na poziomie
komoérkowym) z pomoca pomiardéw fluorescencji
chlorofilu po mrozeniu odcietych lisci. Badania
mrozoodpornosci roslin testem polowo-laborato-
ryjnym oraz mrozoodpornosci lisci testem fluore-
scencyjnym przeprowadzone zostalty w dwoch
seriach doswiadczalnych. Polowa zimotrwalos¢

ro§lin w 7 punktach doswiadczalnych dla psze-

nicy, a w 6 dla pszenzyta okreslana byla zgodnie

z danymi GUS dla obszaru na ktérym zlokalizo-

wany byt punkt do$wiadczalny.

Dla oceny mrozoodporno$ci w serii 1 tempera-
ture obnizono od 0 °C do —15 °C z szybkoscig 2°C
na godzing. Po 2 godz. mrozenia w —15°C tempe-
ratura zostala podniesiona do +2°C z podobna
szybkoscia.

W serii 2 przeprowadzony zostat test przedtu-
zonego mrozenia (Waalen et al., 2011). Temperatu-
ra zostala obnizona od 0 °C do —8 °C z szybkoscig
2°C na godzineg. Po 7 dniach temperatura zostata
podniesiona do +2°C z podobng szybkoscia.

Stwierdzono, ze:

— Wyniki oceny przezywalnosci roslin wyko-
nywane testem  polowo-laboratoryjnym
przy mrozeniu przez 24 h w temperaturze
-15°C byty zgodne z wynikami uzyskanymi
po mrozeniu przedhuzonym (-8°C przez 7
dni). Test przedtuzony zdaje si¢ by¢ rozsadng
alternatywa dla testu klasycznego ze wzgledu
na duzo nizsze ryzyko catkowitego zniszcze-
nia stabo zahartowanych roslin.

— W przypadku obydwu sposobow testo-
wania ~ mrozoodpornosci  alternatywnie
do oceny przezywalnosci ro$lin mozna
stosowa¢ pomiary fluorescencji chlorofi-
lu wykonywane na odcietych liSciach. Bez
wzgledu na dlugosé/temperature mrozenia
wyniki pomiarow fluorescencji chlorofilu
sa w podobnym stopniu zgodne z wynikami
oceny przezywalnosci roslin.
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Temat badawczy 2: Opracowanie danych pogo-
dowych — wskazanie wskaznikow przebiegu zimy
decydujacych o zimowaniu.

Celem tematu badawczego bylo pozyskanie
danych o przebiegu pogody w okresie jesieni i zimy,
ktory to przebieg pogody ma wptyw na zimowanie
roslin i ewentualne roznice pomigdzy ich zimotrwa-
loscig a stopniem ich mrozoodpornosci ocenianym
na poziomie komérkowym (parametry fluorescen-
cji chlorofilu) i na poziomie catych roslin (test polo-
wo-laboratoryjny). Dane te analizowane byty pod
katem wytypowania parametréw przebiegu pogody,
ktore mogty mie¢ decydujacy wptyw na zimowanie
pszenzyta i pszenicy zimg 2018/19.

Dane uzyskano dla wszystkich 10 lokalizacjach
w jakich prowadzone byty do§wiadczenia polowe.
Obejmowaly one m. in. przebieg temperatur ($red-
nia, max., min.) w ciagu doby, ilo$¢ opadow, grubosé
okrywy $niegowej. Z pozyskanych danych wyliczo-
ne zostaly wskazniki przebiegu zimy (Waalen et al.,
2013). W badaniach uwzgledniono tez opracowane
w poprzednich latach realizacji projektu termiczne
wskazniki rozhartowywania ro$lin (Rapacz et al.,
2017). Wobec niekompletnosci danych dostarczo-
nych bezposrednio z lokalizacji do$wiadczen oraz
w celu poprawy standaryzacji wynikow wykorzy-
stano dane z sieci stacji meteorologicznych
OGIMET (http://www.ogimet.com/) dla lokalizacji
bliskiej polu doswiadczalnemu. Wartosci tempera-
tur minimalnych oraz grubosci okrywy $niegowe;j
byly w miare dostgpnosci weryfikowane dla rzeczy-
wistych warunkéw pol doswiadczalnych.

Zima 2018/19 byta bardzo tagodna i nie spowo-
dowata ona strat w uprawach pszenicy i pszenzyta.
Przebieg pogody byl podobny we wszystkich
lokalizacjach. Intensywnos¢ zimy wahata si¢ pomig-
dzy nimi bardzo nieznacznie, podobnie jak ilo$¢
dni z temperaturg <5°C i jedynie $rednia wazona
grubos$¢ okrywy $niegowej byla wyraznie wyzsza
w Debinie niz w pozostatych lokalizacjach (Tabela
1). Najwyzsza wartos¢ indeksu mrozowego odno-
towano w Laskach (142,3) a najnizsza w Kobierzy-
cach (50,4). Dla porownania zima 2017/18, podczas
ktorej obserwowano obnizone zimowanie pszenicy
w dwach lokalizacjach charakteryzowata si¢ widet-
kami indeksu mrozowego pomigdzy lokalizacjami
od 127,6 do 288,7.
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Wyniki uzyskane w ciggu kolejnych szesciu
zim pozwolilty na opracowanie modeli wplywu
przebiegu pogody na zimowanie pszenicy i pszen-
zyta w warunkach polskich.

W przypadku pszenicy badany model w bardzo
wiarygodny sposob wigze dane o przebiegu pogo-
dy ze stopniem przezimowania ro$lin. Dane empi-
ryczne koreluja z warto$ciami przewidywanymi
na poziomie 0,867. Dla pszenzyta warto$¢ tego
wspotczynnika byta nizsza (0,406). Nizsza predyk-
tywno$¢ modelu dla pszenzyta wynika zapewne
ze stabszego zrdoznicowania zimotrwatosci tego
zboza w punktach doswiadczalnych i kolejnych
latach badan. W przypadku pszenicy najwicksze
znaczenie dla ksztattowania zimotrwatosci mialy
nastepujace parametry: termiczny wskaznik wege-
tacji (parametr wyliczany dla okresu XII-III), licz-
ba dni z temperaturg minimalng <5°C (temperatur
hartujacych) w pazdzierniku oraz temperatury mini-
malne w miesigcach X-XI (kiedy to rosliny nie byly
jeszcze w pelni zahartowane), parametry opisujace
proces rozhartowywania roslin, liczba dni z okry-
wa $niegowa w styczniu, intensywno$¢ zimy
1 temperatury minimalne w lutym. W przypadku
pszenzyta najwigksze znaczenie miaty: ilos¢ cykli
zamrazania/rozmrazania w miesigcach III, I, XII,
liczba dni z oblodzeniem roslin (11, III), temperatu-
ry minimalne i grubo$¢ okrywy $niegowej w lutym.
Indeksy rozhartowywania miaty mniejsze znacze-
nie dla ksztattowania zimotrwatosci, niz w przy-
padku pszenicy.
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Tabela 1

Zestawienie wybranych wskaznikéw przebiegu zimy z zimotrwaloscia roslin oceniona w poszczegolnych punktach

doswiadczalnych. Dane dla okresu XII-III. DI - termiczny wskaznik rozhartowywania ro§lin wyliczany na podstawie

maksymalnych temperatur dobowych; DI — termiczny wskaznik rozhartowywania ro$lin wyliczany na podstawie
Srednich temperatur dobowych. Przezywalno$¢ roslin oszacowana na podstawie danych GUS.

2 z -

< Z | £ g 2 o . | S552| E =
Pszenica
Debina 9 81,3 -39,7 -75,6 1212 2,76 16 -12,8 3,73 11 9
Kobierzyce 9 265,1 -18,2 -54,1 50,4 2,52 17 9,7 0,34 9 0
Nagradowice 9 2183 -20,0 -51,6 57,3 2,05 12 9,6 0,31 12 1
Polanowice 9 94,3 -10,3 -44,1 105,5 2,76 26 -11,8 1,35 12 1
Smolice 9 1640  -37.6 -69,5 72,5 2,13 12 7.9 0,55 13 0
Radzikow 9 1604  -154 -40,9 104,3 3,07 22 -11,8 0,88 10 0
Strzelce 9 1764 470 -73,8 95,1 2,44 18 -10,6 0,33 11 0
Pszenzyto
Choryh 9 1764 271 -59,7 53,3 2,05 11 95 0,11 12 1
Debina 9 81,3 39,7 -75,6 1212 2,76 16 -12,8 3,73 11 9
Laski 9 89,7 -40.3 -59.9 1423 3,09 24 -13,4 1,16 12 3
Radzikow 9 1604  -154 -40,9 1043 3,07 22 -11,8 0,88 10 0
Strzelce 9 1764 470 -73,8 95,1 2,44 18 -10,6 0,33 11 0
Szelejewo 9 1640  -37.6 -69,5 72,5 2,13 12 7.9 0,55 13 0
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Selekcja genomowa pszenicy ozimej

Genomic selection of winter wheat
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Stowa kluczowe: mapowanie asocjacyjne, plon, Triticum aestivum

Rozwo6j  technologii  sekwencjonowania
nowej generacji (NGS) ksztaltuje nowoczesne
metody selekcji roslin wspomagane markerami
DNA. Systemy wykrywania mutacji punktowych
sa wydajne i pozwalaja na skanowanie rdéznic
genetycznych pomigdzy genotypami. Obok
zmienno$ci genetycznej, w warunkach adaptacji
do $rodowiska i pod wptywem presji selekcyjnej
w hodowli ro§lin, moze wystepowac¢ zmiennosé
epigenetyczna, ktora odpowiada za dziedziczne
zmiany zwigzane z modyfikacja chemiczng nukle-
otydow. Znanych jest wiele metod badania zmien-
nosci epigenetycznej [Kurdyukov i Bullock 2016;
Harrison i in. 2011] i wiele z nich wykorzystuje
wrazliwo$¢ enzymow restrykcyjnych do fragmen-
tacji DNA w zaleznosci od statusu metylacyjnego.
Celem przeprowadzonych badan byta optymali-
zacja metody fragmentacji DNA pszenicy do NGS
pod katem uzyskania informacji o zmiennosci
genetycznej i epigenetycznej, ocena zmienno$ci
fenotypowej w doswiadczeniu pordéwnawczym
w wybranych lokalizacjach oraz analiza asocja-
cyjna i konwersja wybranych markerow.

Wyniki:

Przeprowadzono symulacje rozktadu fragmen-
tow DNA uzyskiwanych po trawieniu genomu
pszenicy wielkosci 14.54 Gpz uzyskanego z bazy
Ensembl po zastosowaniu 43 enzymow restryk-
cyjnych z uwzglednieniem wielkosci fragmentow,

ich unikalnosci i ich rozktadu w genomie podzie-
lonym na partycje wielkosci 300 kpz. W drugim
etapie symulacji przewidziano ilosci i rozktad
fragmentéw po dodatkowym trawieniu reduk-
cyjnym enzymem restrykcyjnym wrazliwym
na metylacj¢. Na podstawie symulacji kompute-
rowej wybrano 5 kombinacji enzymow. Biblioteki
uzyskane po zastosowaniu wybranych kombinacji
enzymow przetestowano na 12 odmianach psze-
nicy zwyczajnej. W efekcie przeprowadzonych
symulacji komputerowych stwierdzono, ze liczba
fragmentéw o wielkosci w zakresie 75-150 pz
generowana przez poszczegdlne enzymy wynosi
srednio 147 tysiecy i w zaleznosci od zastosowa-
nego enzymu restrykcyjnego waha si¢ w szerokim
zakresie od 14 do 483 tys. fragmentoéw. Liczba
fragmentéw unikalnych dla zestawu enzymow
restrykcyjnych wynosita od 63.5% do 92.5%.
W wyniku przeprowadzonych badan wdrozono
metodyke skanowania genomu pszenicy w opar-
ciu o fragmenty uzyskiwane po trawieniu enzy-
mem Narl z dodatkowa redukcja ztozonosci
enzymem Mspl. Ze wzgledu na rozpoznawa-
ne miejsca restrykcyjne (GG’CGCC 1 C’CGG)
metoda ta jest szczegdlnie wrazliwa na zmien-
no$¢ metylacyjna.

W wyniku sekwencjonowania bibliotek
uzyskanych dla enzymu Narl uzyskiwano od 22.1
do 25.4 miIn odczytow sekwencji DNA, ktore
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po oczyszczeniu dawaly od 20.9 do 24.4 mln
sekwencji. Uzyskiwane dane z sekwencjono-
wania po wstegpnym oczyszczeniu rozdzielono
na poszczegdlne probki, w wyniku kontroli jako-
sci (QC) uzyskanych sekwencji usunigto fragmen-
ty o bledach przekraczajacych 1 nukleotyd na 100.
Korekta jakosciowa dotyczyta gléwnie sekwen-
cji o dhugosci powyzej 100 nukleotydow. Oczysz-
czone dane postuzyly do wydzielenia puli 906352
fragmentéw unikalnych nielosowych (wystepujace
przynajmniej dwukrotnie). Uzyskano segregacje
3258 markerow Narl-Mspl w panelu 200 geno-
typow pszenicy w tym 1130 miato liczbe danych
brakujacych ponizej 20%.

Do analiz asocjacyjnych wykorzystano segre-
gacje 12979 markeréw DArTseq. Analiz¢ DArTseq
wykonano w ramach zlecenia w firmie Diversity
Arrays Technology (Bruce, Australia). Uzyskane
dane genotypowe po potaczeniu z danymi fenoty-
powymi uzyskanymi w 2019 roku, wykorzystano
do analizy asocjacji w programie Tassel 5.2.58.
Do identyfikacji istotnych zwiazkow z wyso-
koscia plonu wykorzystano metody ogolnego
modelu liniowego (GLM) i mieszanego modelu
liniowego (MLM). Wybrano markery o istotnym
zwiazku z plonem liczonym jako procentowe odchy-
lenie od wzorcow. Liczba markeréw zasocjowa-
nych ze zmianami plonu przy p<0.01 wyniosta 707,
natomiast przy p<0.001 wybrano 336 markerow.
Poziom istotno$ci markeréw ustalono na podsta-
wie poprawki Bonferroni (0.1/12979= -logl0
(P) =5.11). Przy tym poziomie istotno$ci wybrano
jedynie 31 markeréow (Tab. 1).

Jako punkt wyjscia do selekcji markerow
do konwersji przyjeto p<0.01. Do poréwna-
nia segregacji markerow wykorzystano program
PAST. Wybrano 62 markery reprezentujace 39
grup markerow o zblizonej segregacji i lokali-
zacji. Markery te wykazywaly istotne zwigzki
z plonem w rownoczesnie w 2—7 Srodowiskach
($rednia 3.3). Dla wybranych markeréw oznaczono
mutacj¢ punktowa a nastgpnie korzystajac z bazy
URGI zlokalizowano markery na mapie fizycznej
1 rozszerzono oryginalng sekwencje (maksymal-
nie 69 nukleotydéw) o dodatkowe odcinki przed
i za mutacjg (dodatkowe 100 nukleotydow z kazde;j
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strony). Tak przygotowane sekwencje wykorzysta-
no do projektowania starterow allelospecyficznych
dostosowanych do technologii KASP z wykorzysta-
niem programu PRIMER3 oraz PolyMarker. Wyso-
kie podobienstwo genomow pszenicy stanowi duze
utrudnienie w projektowaniu specyficznych marke-
row wykrywajacych mutacje punktowe i jedynie
6 SNP bylto potozonych w rejonach, ktore dawatly
szans¢ skuteczniej konwersji na markery KASP
(Kompetitive allele-specific PCR). Do innych przy-
czyn utrudniajacych konwersj¢ markerow na system
PCR nalezaly wysoka zawarto§¢ GC w rejonach
mutacji oraz wystgpowanie sekwencji powtarzal-
nych i determinujacych powstawanie struktur szpil-
ki do wtoséw. Pomimo tych utrudnien, wstgpne
testy na 8 genotypach (DL1, DL2, KBP_ 15-10,
DL 322-13-7, KBP_15-11 i AND 4017-14)
wskazywaly na zgodnos$¢ segregacji 5 markerow
KASP z markerami DArT (1107139, 3938110,
978347, 1101436, 4993084).

W ramach przeprowadzonych badan zalozono
doswiadczenia w 5 lokalizacjach (Strzelce, Modzu-
row, Nagradowice, Smolice, Kobierzyce). Okreslo-
no wysokos$¢ plonu ziarna o wilgotnosci 15% dla
200 genotypow badanych w 4 seriach w odnie-
sieniu do wzorcow w ukladzie blokéw niekom-
pletnych. Uzyskano dane o plonowaniu 200 linii
pszenicy ozimej z trzylecia przydatne do optymali-
zacji systemu selekcji genomowej pszenicy ozimej.
Rozktad cechy nie odbiegat od normalnego a odzie-
dziczalno$¢ plonu w kolejnych seriach 1-4 wynio-
sta od 63.97% do 82.00%.

Na podstawie przeprowadzonych analiz asocja-
cyjnych wybrano markery DArTseq zwigzane
z wysokoscig plonowania. Uzyskane dane stanowig
punkt wyjscia dla opracowania systemu selekcji
genomowej pod katem zwigkszenia plonu u psze-
nicy zwyczajne;j.
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Tabela 1

Markery zasocjowane z plonem, wybrane metoda GLM na podstawie poziomu istotnosci LOD >5.11

Marker Chromosom Pozycja fizyczna p-val MarkerR2
988391 1D 359778599 8.29E-08 0.14151
3938110 2B 22018131 4.54E-06 0.11026
1101436 3B 498344378 7.36E-06 0.11795
1026962 S5A 52596646 1.06E-06 0.12095
1107174 5B 586524432 2.46E-08 0.16725
1132319 5D 465364017 7.94E-07 0.13699
1108448 6A 14493318 1.79E-06 0.12568
1079853 6A 416649897 2.96E-06 0.09779
1120705 6B 474748647 1.35E-06 0.13143
1054930 6B 477699330 1.67E-06 0.11722
4911204 6B 489437050 1.12E-07 0.13915
1236326 6B 499577833 4.00E-08 0.14729
1019982 6B 501107267 4.94E-08 0.14835
5324496 6B 502319848 7.67E-09 0.16022
1107139 6B 504157152 4.52E-08 0.16029
2275960 6B 506126687 6.40E-08 0.14571
1087873 6B 506385690 8.88E-07 0.13044
1138009 6B 506726304 1.69E-06 0.12352
5324392 6B 507468647 3.53E-07 0.13097
1203839 6B 510724808 2.13E-07 0.13484
1100306 6D 300897486 2.66E-06 0.0985
1107840 6D 472359486 1.57E-06 0.11917
1030418 7B 68203172 5.08E-06 0.10804
4404192 7B 702227567 7.12E-06 0.1198
9722438 7D 457830442 7.42E-06 0.11502
1229099 7D 610923745 5.67E-06 0.1196
3956469 UN 295887961 1.28E-06 0.13704
5324724 UN2 2110 1.99E-06 0.1205
4396025 UN2 4930 4.84E-06 0.10844
5324139 UN2 5920 8.95E-08 0.1409
7491836 UN2 11150 6.12E-07 0.12608
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Efektywnos¢ piramidowania genéw odpornosci
na maczniaka prawdziwego (Blumeria graminis f.sp.
tritici) i rdze brunatng (Puccinia triticina) w pszenicy

ozimej

Pyramiding efficiency of the genes of resistance to powdery mildew (Blumeria
graminis f.sp. tritici) and brown rust (Puccinia triticina) in winter wheat
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Stowa kluczowe: geny odpornosci, hodowla odpornosciowa, piramidowanie genéw, pszenica ozima, maczniak

prawdziwy zbdz i traw, rdza brunatna zboz i traw

Temat badawczy 1: Piramidowanie efektyw-
nych genéow odpornosci

Celem tematu badawczego 1 w 2019 roku
byta selekcja materiatu roslinnego pod katem
uzyskanych we wczesniejszych latach kombina-
cji efektywnych genow w réznych segmentach
odpornosciowych. Cel ten sktadal si¢ z nastgpu-
jacych etapow:

— wykonanie krzyzowan wstecznych (wypie-
rajacych) z 4 odmianami pszenic ozimych:
(tab. 1.),

— przeprowadzenie selekcji fenotypowej mate-
riatu ro$linnego pod katem odpornosci /
podatnos$ci na P. recondita oraz B. graminis,

— przeprowadzenie selekcji molekularnej przy
wykorzystaniu  specyficznych markerow
molekularnych pod katem identyfikacji
piramid genowych,

— wytypowanie genotypow o spiramidyzowa-
nym tle odpornosciowym,

— wyznaczenie polimorficznego(ych) marke-
ra(éw) molekularnego(ych) do selekcji mate-
riatu roslinnego pod katem obecnosci genu
Lr55.

Selekcja fenotypowa i molekularna populacji
mieszancowych BIO

W 2019 roku sprawozdawczym tacznie
przebadano cztery populacje mieszancowe BIO
(BIO1, BIO2, BIO3, BIO4).

Wykonano tacznie 15 kombinacji krzyzo-
wek wstecznych (tab.1.), w ktorych rodzicami
wypierajacymi byly odmiany pszenic ozimych
odpowiednio: Hondia, Formacja, RGT Bilanz
oraz Euforia. Lacznie otrzymano 600 ziarnia-
kow. Nastepnie w stadium drugiego liScia prze-
prowadzono inokulacje roslin wykorzystujac dwa
roznicujace izolaty B. graminis oraz P. recondi-
ta. Na podstawie reakcji odpornosci/podatno-
$ci do badan molekularnych wyselekcjonowano
Tacznie 300 linii, jednocze$nie odpornych na oba
patogeny. Przy wykorzystaniu specyficznych
markerow DNA (tab. 2.) przeprowadzono selekcje
molekularng pod katem identyfikacji okreslonych
geno6w odpornosci. Do dalszych badan, wytypo-
wano tacznie 135 linii o okreslonych piramidach
genowych. Szczegotowe wyniki przedstawione
sa ponizej w tabelach od 1 do 4.

Analiza materiatlu ro$linnego F, populacji
mapujacych: (Lr55%Bogatka), (Lr55xNadobna)

Na podstawie analiz genetycznych przepro-
wadzonych dla dwoch populacji mapujacych
uzyskano niejednoznaczne wyniki. Dlatego tez,
zestawiono wyniki tacznie. W oparciu o jedng
mape genetyczng dla dwoch populacji [(Bogat-
kaxLr55)+(Nadobnax  Lr55)]  wyznaczono
markery flankujace gen Lr55 (dane w trakcie
publikowania).

Whioski do zadania badawczego 1
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— Na drodze krzyzowan zbieznych mozliwe jest
wprowadzenie do odmian pszenic uprawnych
efektywnych genéw odpornosci oraz réznych
kombinacji tych genow.

— Przeprowadzone w badaniach testy fenotypowe
skutecznie roznicuja material ro§linny pod
katem rekacji: odpornosci, podatnosci oraz typu
posredniego.

— Selekcja molekularna przy wykorzysta-
niu markerow DNA skutecznie identyfiku-
je w materiale roslinnym wprowadzane geny
odpornosci.

— Piramidowanie genow odpornosci w jednym
genotypie umozliwia uzyskanie odmian o trwa-
lej w czasie odporno$ci na wazne gospodarczo
patogeny grzybowe zboz.

— W oparciu o wspo6lng mapg¢ genetyczng [(Bogat-
kaxLr55)+(NadobnaxLr55)] wyznaczono
markery flankujace gen Lr55.

— Dodatkowe markerowanie w oparciu o techno-
logi¢ sekwencjonowania nastgpnej generacji
- DArTseq wyselekcjonowatoby prawdopodob-
nie dodatkowe markery do selekcji genu Lr55.

Temat badawczy 2: Poszukiwanie nowych
zrodet odpornosci

W biezacym roku sprawozdawczym, celem
podjetego tematu byto poszukiwanie nowch, poten-
cjalnie efektywnych zroédet odpornosci na choroby
grzybowe: maczniaka prawdziwego zbdz i traw
oraz rdz¢ brunatng zbo6z i traw.

Na podstawie przeprowadzonych testow feno-
typowych okreslono reakcjg badanego materiatu
ros$linnego na zestaw izolatow P. recondita oraz B.
graminis.

Doswiadczenia fitopatologiczne obejmu-
jace oceng zrodet odpornosci pod katem reakcji
na populacj¢ P. recondita potwierdzity, ze za efek-
tywne zrodla odpornosci nadal mozna uznaé linie
z genami: Lr41(=Lr39) oraz Lr55. Natomiast
linia z genem odporno$ci na rdza brunatng Lr47
daje odpornos¢ czesciowa na P. recondita aktualnie
wystepujaca w Polsce. Ponadto linia KSITWGR-
C54-O(Overley), linia KS11WGRC54-J(Jagger)
oraz 2 obiekty pochodzace z KCRZG IHAR-PIB:
Triticum timophevii (nr intro. 20767) oraz Triticum
timophevii (nr intro. 5013) wykazywaty niski lub
bardzo niski poziom wirulencji. Pozostate anali-
zowane obiekty porazane byly przez zastosowane
izolaty Pt, o typie reakcji ocenianej w skali 3-4
jako podatne. Wyodrgbniono 4 klasy genotypow:
odporne, czesciowo odporne, podatne oraz skrajnie
podatne.
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Doswiadczenia fitopatologiczne  obejmuja-
ce oceng zrodel odpornosci pod katem reakcji
na populacje B. graminis potwierdzily, ze za efek-
tywne zrodta odpornosci nadal moza uznaé linie
z genami: Pm34, Pm37 oraz Pm2I. Ponadto nowe
zrodta linia KSO4WGRC48 zostala zaklasyfikowa-
na do genotypoéw o czesciowej odpornosci, podob-
nie jak obiekty: Triticum timophevii (nr intro. 20767
oraz 5013), a takze odmiana Kolibri z genem Pm3d
i Sappo o profilu genow Pml+2+4b+9. Wyodreb-
niono 4 klasy genotypow: odporne, cze¢sciowo
odporne, podatne oraz skrajnie podatne.

Whioski do zadania badawczego 2

— Za efektywne zrddta odpornosci na rdzg brunat-
ng mozna uznac linie z genami: Lr41 oraz Lr55,
a takze o odpornosci czeSciowej gen Lr47.

— Linia KS11WGRC54-O(Overley) oraz
KS11WGRC54-J(Jagger), a takze Triticum
timophevii (89) 1 (91) charakteryzowaty si¢
wysokg odpornoscia na rdz¢ brunatng zbdz
i traw.

— Za efektywne zrodta na maczniaka prawdziwe-
go mozna uzna¢ linie z genami: Pm21, Pm37
oraz Pm34.

— Linia KS04WGRC48 zostata scharakteryzowa-
na jako genotyp o cze$ciowej odpornosci na
maczniaka prawdziwego zbdz i traw, podob-
nie jak obiekty: Triticum timophevii o nr intro.
20767 oraz 5013.

— Waznym zrédlem cennych cech abiotycznych
1 biotycznych stanowig zasoby genowe, czyli
dawne i lokalne odmiany oraz dzikie gatunki
pokrewne zboz.

Temat badawczy 3: Ocena linii w roéznych
warunkach §rodowiskowych

Celem tematu badawczego 3 w 2019 roku
byla ocena materiatu roslinnego przeprowadzona
w trzech lokalizacjach (HR Strzelce, HR Smolice
IHAR-PIB Radzikéw), pod katem odpornosci /
podatnosci na chorby grzybowe, a takze pod katem
korzystnych cech gospodarczych. W ocenie materia-
hu roslinnego uwzgledniono tacznie 7 cech w tym:
(1) przezimowanie, (2) kloszenie, (3) wysokosc,
odpornos¢ na choroby: (4) rdza brunatna oraz (5)
z6Mta, (6) maczniak prawdziwy, (7) septoriozy.

Jesienig 2018 roku, w trzech lokalizacjach:
Radzikéow (IHAR-PIB), Strzelce (HR Strzelce)
oraz Smolice (HR Smolice), zatozono selekcyjne
doswiadczenia jednopowtorzeniowe. Dla wszyst-
kich punktow doswiadczalnych material roslin-
ny tacznie stanowito 2340 linii pszenic ozimych
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(po 260 linii po 3 torebki na jedna stacje badawcza,
razem 780 obiektow).

Przebieg doswiadczenia w IHAR-PIB Radzi-
kow

Na poletkach doswiadczalnych w Radzikowie
wysiano tacznie 780 linii. W odniesieniu do kazde-
go obiektu przeprowadzono ocen¢ przezimowania.
Materiat roslinny powschodzil oraz przezimo-
wat w 100%. W okresie wegetacji roslin przepro-
wadzano obserwacje polowe w cotygodniowych
odstepstwach czasu w odniesieniu do odmian wzor-
cowych: Artist, Kilimandjaro, Ozon oraz Patras.
Kloszenie materialu roslinnego w Radzikowie (fazy
BBCH 51-59), okreslono jako typ wczesny lub/oraz
sredniowczesny. Polowa ocena materiatu roslinne-
go w Radzikowie pod katem porazania chorobami
dokonano w odniesieniu do 9-cio stopniowej skali,
gdzie: 1- oznacza catkowite porazenie, do 9- brak
objawow porazenia. Podobnie jak w latach ubie-
glych, goraca i sucha pogoda w okresie wegetacji
ro$lin, przyczynity si¢ do trudno$ci w ocenie mate-
riatu roslinnego pod katem porazenia przez Blume-
ria graminis (maczniak parwdziwy zbo6z i1 traw).
Porazenie materialu roslinnego przez B. graminis
w Radzikowie miat miejsce w minimalnym stopniu
na siewkach w okresie jesienno-zimowym. Nato-
mist w okresie letnim maczniak prawdziwy zbdz
i traw wystepit w niewielkim nasileniu, a sucha
1 goraca pogoda uniemozliwily mu dalszy rozwdj
choroby.

Wigkszo$¢ ocenianych linii pod katem odpor-
no$ci na B. graminis oceniana byta w skali od 7
do 9. Odnotowano wystgpowanie rdzy brunatnej,
z6tej (w duzym nasileniu) oraz septoriozy lisci.
Do dalszych etapow badan wytypowano rosliny
o odpornosci na choroby ocenianej wg, skali od 8
do 9 dla rdzy brunatnej oraz maczniaka prawdziwe-
go, rdza zo6tta oceniana od 7 do 9, septorioza lisci
od 7 do 9. Reszta materiatu roslinnego zostata wyeli-
minowana z dalszych etapow badan. Na podstawie
przeprowadzonych obserwacji polowych wyse-
lekcjonowano do dalszych badan 235 linii. Mate-
riat ten zostal zebrany i przekazany jesienig br.
do HR Smolice oraz HR Strzelce w celu zatozenia
doswiadczen selekcyjnych w ramach ustugi badaw-
czej w sezonie 2019/20.

Przebieg doswiadczenia w HR Strzelce
Jesienig 2018 roku do Hodowli Roslin Strzelce

Sp. z 0.0. Grupa [HAR wysiano 268 linii hodowla-
nych pszenicy ozimej. Wschody byly zadawalajace
i rosliny optymalnie weszly w faze spoczynku zimo-
wego. Zima byta do$¢ tagodna dlatego tez nie odno-
towano roéznic w przezimowaniu.

Pierwsze obserwacje wykonano w maju, dotyczy-
ly pojawienia si¢ objawow maczniaka prawdziwego.
Postuzono si¢ skala 9-stopniowsg, gdzie 1 oznaczato
bardzo silne porazenie, 9- brak objawoéw. Nastep-
nie wykonano obserwacje dotyczace daty klosze-
nia. W czerwcu oceniono po raz drugi maczniaka
prawdziwego, rdz¢ brunatng oraz rdz¢ z6ita. Oceny
wskazujg na duza odporno$¢ opisywanych mate-
riatow jednak trzeba zaznaczy¢, ze presja chorob
w okresie wegetacyjnym 2018/19 w omawianym
rejonie byta bardzo niewielka. Dlatego tez zdecy-
dowano o powtdornym wysiewie catej szkotki
w kolejnym sezonie.

Przebieg doswiadczenia w HR Smolice

Na poletkach obserwacyjnych wysiano 780 linii
pszenicy ozimej. W okresie wegetacji roslin doko-
nano obserwacji: kloszenia, porazenia chorobami,
wysokosci i wylegania. Wszystkie badane mate-
riaty powschodzity i przezimowaty bardzo dobrze.
Maczniak parwdziwy zbdz i traw odnotowano
w nielicznych przypadkach. Rdza zo6tta oarz brunat-
na nie wystgpity. Wiele obiektow mocno porazito
si¢ brunatng plamistoscig lisci. Wigkszos¢ ocenia-
nych obiektow wylegta w silnym stopniu.

Z 28 linii wigczonych do oceny jesienig 2018
roku do do$wiadczen zaktadowych tylko jedna
przeznaczono do dalszej hodowli, pozostale plono-
waty na bardzo niskim poziomie (45-88% wzorca),
bardzo porazity si¢ takze rdzg brunatng oraz wylegly.
7 materiatow badanych w sezonie 2018/2019
do dalszych ocen wiaczono 10 linii. Jesienig br.
wysiano 705 nowych linii.

Whioski do zadania badawczego 3

— Warunki atmosefryczne panujace w 3 lokaliza-
cjach w sezonie 2018/2019 byty niesprzyjajace dla
rozwoju maczniaka prawdziwego zbdz i traw.

— Zmieniajacy si¢ klimat moze przyczyniaé si¢
do ograniczenia wystepowania choréb grzbo-
wych zb6z, a tym samym migracji w kierunku
klimatu bardziej wilgotnego (kierunek potnoc).

— Na podstawie przeprowadzoncyh obserwacji
wytypowano genotypy do dalszych badan.
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Aleksandra Pietrusinska

Populacja mieszancowa BIO_1

Liczba ro$lin o profilu (Lr41+Pm21+Lr47)

Lp. Rodzic wypierajacy wyselekcjonowanych do dalszych badan
realizowanych w 2020 roku
1. Hondia (1) 5
2. Formacja (2) 6
3. RGT Bilanz (3) 4
4. Euforia (4) 5
RAZEM 20
Populacja mieszancowa BIO_2
L Rodzic wybieraiac Liczba ro$lin wyselekcjonowanych do
p- ypierajacy dalszych badan realizowanych w 2020 roku
1. Hondia (5) 30 (Lr41+Pm21)
2. Formacja (6) 10 (Pm21+Lr47+Pm34)
3. RGT Bilanz (7) 9 (Pm21+Lr47+Lr41)
4. Euforia (8) S (Pm21+Lr47+Lr41+Pm34)
RAZEM 54
Populacja mieszancowa BIO_3
. A Liczba roélin wyselekcjonowanych do
Lp. Rodzic wypierajacy dalszych badan realizowanych w 2020 roku
1. Hondia (9) 28 (Pm21+Lr47)
2. Formacja (10) 8 (Pm21+Lr47+Pm37)
3. Euforia (11) 4 (Pm21+Lr47+Lr41+Pm37)
RAZEM 40
Populacja mieszancowa BIO_4
. _— Liczba roslin wyselekcjonowanych do
Lp. Rodzic wypierajacy dalszych badan realizowanych w 2020 roku
1. Hondia (12) 7 (Lr47+Lr41+Pm34)
2. Formacja (13) 6 (Lr41+Pm34+Pm37)
3. RGT Bilanz (14) 5 (Lr47+Lr41+Pm37)
4. Euforia (15) 3 (Lr47+Lr41+Pm34+Pm37)
RAZEM 21
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Wykorzystanie markeréow molekularnych

i fenotypowych do identyfikacji genéw odpornosci
pszenicy na tamliwos¢é zdzbta powodowang przez
Oculimacula yallundae i Oculimacula acuformis

The use of molecular and phenotypic markers to identify genes of wheat resistance
to eyespot caused by Oculimacula yallundae and Oculimacula acuformis

Halina Wisniewska "™, Maciej Majka', Magdalena Gawtowska', Marek
Korbas?, Adriana Twardawska', Jolanta Belter’

"Instytut Genetyki Roslin, Polskiej Akademii Nauk, Poznan,
2|nstytut Ochrony Roslin, Panstwowy Instytut Badawczy, Poznan,

P4 e-mail: hwis@igr.poznan.pl, tel. 662044293

Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr HOR. hn.802.2.2019, Zadanie nr 2.

Stowa kluczowe: geny Pchl, Pch2, tamliwos$¢ zdzbta, markery molekularne, Oculimacula, pszenica

Lamliwos$¢ zdzbta to wazna choroba pszenicy
uprawnej (Triticum aestivum L.) oraz innych zbdz.
Powodowana jest przez dwa grzyby patogeniczne
Oculimacula yallundae 1 O. acuformis. Wystepuje
czesto w rejonach, gdzie sa tagodne zimy i chtod-
ne wiosny. W trakcie wegetacji patogen rozwija si¢
na podstawach zdzbet, gdzie tworzy si¢ watowata
grzybnia i wowczas podstawa zdzbta prochnieje,
powodujac famliwo$¢ zdzbta. Moze to skutkowaé
ubytkiem plonu nawet do 50%. Do tej pory ziden-
tyfikowano dwa geny warunkujace odpornosc -
Pchl i Pch2. Gen Pchl - najbardziej efektywny,
zostat zidentyfikowany w Aegilops ventricosa
i translokowany do dlugiego ramienia chromo-
somu 7D heksaploidalnej pszenicy i znaczaco
redukuje skale porazenia (Maia i in. 1967). Drugi
gen Pch2 w mniejszym stopniu warunkuje odpor-
no$¢ na tamliwo$¢ zdzbta. Jego efektywnosc
zapobiegania infekcji przez grzyby patogenicz-
ne z rodzaju Oculimacula jest mniejsza od genu
Pchl i dlatego gen Pch2 moze by¢ traktowany
jako dodatkowe zrédilo odpornosci na famliwos¢
zdzbta (Burt i in. 2014).

Cele badan w roku 2019:

— Piramidyzacja genéw odpornosci (Pchl
1 Pch2) na tamliwos$¢ zdZbta u pszenicy.

— Identyfikowanie obecno$ci genu Pchl przy
uzyciu markera izoenzymatycznego w posta-
ci endopeptydazy EpDI1b oraz genow Pchl
i Pch2 przy uzyciu markerow SSR.

— Ocena porazenia siewek pszenicy (test siew-
kowy w fitotronie) i dojrzatych zdzbet (test
— polowy) z uzyciem zawiesiny grzybni

i zarodnikow O. yallundae 1 O. acuformis)

oraz ocena
— naturalnego porazenia w kilku lokalizacjach

w Polsce.

— Analiza elementow struktury plonu badanych
form - okre$lenie wptywu genow Pchl i Pch?2
— na cechy agronomiczne.

Do krzyzowan wykorzystano komponen-
ty krzyzowkowe wykazujace podwyzszong
odpornos¢ na lamliwo$¢ zdzbta, posiadajace
zidentyfikowane przy pomocy markerow mole-
kularnych i markera izoenzymatycznego dwa
geny: Pchl i Pch2; genotypy, u ktorych ziden-
tyfikowano molekularnie gen Pchl lub Pch?2
oraz genotypy pszenicy bez gendw Pchl i Pch2,
lecz wykazujace dobre cechy agronomiczne.
Geny Pchl 1 Pch2 identyfikowano moleku-
larnie w mieszancach wewnatrzgatunkowych
uzyskanych w 2018 roku, gdzie do piramidyza-
cji genow Pchl i Pch2 warunkujacych podwyz-
szong odporno$¢ na tamliwo$¢ zdzbta u pszenicy
wykorzystano zrodla posiadajace te geny - temat
badawczy nr 1.

Material do identyfikacji molekularnej genow
Pchl i Pch2 oraz do oceny podatno$ci na tamli-
wo$¢ zdzbta w testach inokulacyjnych siewko-
wych stanowito 165 genotypdw pszenicy ozimej

Komunikat

Short communication
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o zroznicowanym podlozu genetycznym, trzy
odmiany kontrolne i odm. Rendezvous - wzorzec
odpornosci. Do$wiadczenia inokulacyjne polowe
wykonano na 113 genotypach pszenicy ozimej oraz
odmianie Rendezvous — temat badawezy nr 2 i 3.

Wyniki

Temat badawczy 1: Krzyzowania wybranych
na podstawie wczesniejszych badan genotypow
pszenicy w celu piramidyzacji genow Pchl i Pch2
i analiza molekularna obecno$ci gendéw Pchl
i/ lub Pch2 w mieszancach wewnatrzgatunkowych
uzyskanych w 2018 roku

Wykonano krzyzowania wewnatrzgatunkowe
(3 kombinacje) form pszenicy o stwierdzonej
podwyzszonej odpornosci na patogeny z rodza-
ju Oculimacula, form ze zidentyfikowanymi przy
pomocy markeréw molekularnych genami Pchl
i Pch2 oraz form bez gendow Pchl i Pch2. Z wyko-
rzystaniem markeréw molekularnych dla genu Pchl
1 Pch2 zidentyfikowano 123 formy pszenicy ozimej
ze spiramidyzowanymi genami Pchl i Pch2.

Temat badawczy 2: Analiza sprz¢zen wybra-
nych markeréw SSR z locus genow Pchl 1 Pch2,
a takze badania izoenzymatyczne w celu okresle-
nia obecnosci endopeptydazy EpDIb sprezonej
z genem Pchl

W badaniach wykorzystano cztery marke-
ry molekularne. Jeden marker izoenzymatycz-
ny i dwa SSR dla genu Pchl: XustSSR2001-7DL,
Xorw oraz dwa markery SSR dla genu Pch2:
Xwmce525, Xcfa2040. Geny Pchl i Pch2, takie same
jak u wzorcowej, odpornej odmiany Rendezvous
stwierdzono u 6 genotypow pszenicy ozimej. W 19
genotypach z uzyciem markera izoenzymatyczne-
go i markera molekularnego Xorw! zidentyfiko-
wano gen Pchl oraz z wykorzystaniem markerow
Xwmce525 1 Xcfa2040 gen Pch2, U 7 linii pszenicy
zidentyfikowano tylko gen Pchl, nie stwierdzono
genu Pch2. U dwoch linii pszenicy zidentyfikowa-
no tylko gen Pchl z uzyciem markera izoenzyma-
tycznego oraz markera Xorwl. Nie identyfikowano
utych genotypoéw markera XustSSR2001-7DL, gdzie
najprawdopodobniej, doszlo do przelamania sprzg-
zenia miedzy locus Pchl, a locus markera XustSSR-
2001-7DL. Natomiast u 99 linii pszenicy ozimej
na podstawie obecnosci markerow molekularnych
Xwmce525 1 Xcfa2040 stwierdzono tylko gen Pch?2

Temat badawczy 3: Ocena podatnosci pszenicy
na tamliwos$¢ zdzbta w testach inokulacyjnych siew-
kowych (doswiadczenia fitotronowe) i polowych
(do$wiadczenie polowe, inokulacyjne w Kopasze-
wie). Analiza korelacji migdzy parametrami struk-
tury plonu badanych genotypdéw pszenicy, a ich
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odporno$ciag na famliwos¢ podstawy zdzbla. Wybor
genotypow cechujacych si¢ wystepowaniem genow
Pchl i Pch2

Obserwowano brak naturalnego porazenia grzy-
bami z rodzaju Oculimacula w czterech z pigciu
wybranych lokalizacji Polski. W duzej mierze wyni-
kato to z warunkéw pogodowych panujacych przez
caly sezon wegetacyjny, ktore uniemozliwity rozwoj
grzybow z rodzaju Oculimacula. Najmniejsze pora-
zenie siewek stwierdzono u genotypoéw wykazu-
jacych obecnos¢ genu Pchl oraz Pchl i Pch2,
a najwyzsze dla genotypow, u ktérych nie stwier-
dzono gendéw Pchl i Pch2. Na podstawie wynikow
uzyskanych w ramach inokulacyjnego testu polowe-
go stwierdzono, ze genotypy pszenicy ozimej posia-
dajace gen Pchl oraz Pchl i Pch2 cechujg si¢ duzo
nizsza wartoscig wskaznika porazenia zdzbta oraz
procentowego udziatu zdzbet porazonych wzgle-
dem genotypow, u ktérych nie stwierdzono genow
Pchl i Pch2. Wykazano, ze obecno$¢ gendw Pchl
i Pch2 lub ich brak nie wptywata istotnie na plon
ziarna (z poletka) oraz masg tysigca ziarniakow.

Whioski

— Przy pomocy markerow molekularnych
wytypowano 123 formy pszenicy ozimej
ze spiramidyzowanymi genami Pchl i Pch2,
podwyzszajacymi odporno$¢ na potogeny
z rodzaju Oculimacula - temat badawczy 1.

— U odmiany odpornej Rendezvous, a takze
u szeSciu genotypdw pszenicy stwierdzono
przy pomocy markera izoenzymatycznego
i marker6w molekularnych obecnos¢ genu
Pchl i obecnos$¢ genu Pch2 - temat badawezy
nr2.

— W 19 genotypach pszenicy ozimej z uzyciem
markera izoenzymatycznego i markera moleku-
larnego Xorw! zidentyfikowano gen Pchl. Nie
identyfikowano markera XustSSR2001-7DL,
gdzie najprawdopodobniej, doszto do przeta-
mania sprzezenia mi¢dzy locus Pchl, a locus
markera XustSSR2001-7DL - temat badawczy
nr 2.

— U 99 genotypow pszenicy stwierdzono tylko
gen Pch2 - temat badawcezy nr 2.

— Najmniejsze porazenie siewek stwierdzono
u genotypow posiadajacych gen Pchl oraz oba
geny (Pchl i Pch2), a najwyzsze dla genoty-
poéw, u ktérych nie stwierdzono genoéw Pchl
i Pch2 -temat badawczy nr 3.

— Wykazano, ze obecnos¢ genow Pchl i Pch2 lub
ich brak nie wplywala istotnie na plon ziarna
(z poletka) 1 mase tysigca ziarniakoéw- temat
badawczy 3.
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Burt, C., Hollins, T.W., Nicholas, P. (2014). Identification piétin-verse (Cercosporella herpotrichoides) par croi-
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Theor Appl Genet 122:119 — 128. 53:149 — 155.

27



BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI | AKLIMATYZACJI ROSLIN Nr 291 (1) / 2020: 29-30

E-ISSN: 2657-8913

1A H

Tolerancja na stresy abiotyczne - genotypowanie
pszenicy w oparciu o strategie genow

kandydujacych

Tolerance for abiotic stresses — genotyping of wheat based on candidate gene

strategy
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji

roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr HOR.hn.802.19.2018, Zadanie 8.

Slowa kluczowe: genom pszenicy, mikrosporogeneza, sekwencje mikrosatelitarne, susza, wypetnienie klosa,

zywotno$¢ pytku

Celem badan w roku 2019 jest rozszerze-
nie dotychczas wykonywanych eksperymentow
na znaczng czg¢$¢ caltej zebranej kolekcji genoty-
pow pszenic. W tym: 1. Sprawdzenie polimor-
fizmu wybranych markerow w minimum 30
genotypach pszenic pochodzacych z rdznych
regioné6w klimatyczno-glebowych. 2. Poznanie
sekwencji nukleotydowej wybranego regionu
markerowego w minimum 20 genotypach psze-
nic.

Region Reg23-404 zawiera motyw (AG) 35
razy powtdrzony. Profile rozdzialow w zelach,
wykazaty polimorfizm dtugosci badanego regio-
nu. W odmianach: #20277, Europa 90, Sava
i Vireo S uzyskano produkty amplifikacji o dtugo-
$ci - 649 pz. Dhugos$¢ amplikonow w odmianach:
#21134, Triple Dirk S, CSDH 28, Pinka, Upi-301,
#21186 1 CS wynosita — 690 pz. W odmianach
Pobena, Mv-Koma, Bajka, Peking, Albena, SQI,
CSDH 143, CSDH 115, Ching -Chang, Backa,
Fundulea 490, Dobrudzia, Banija, Chi 4, Mirono-
vska, Ne-66, Ns-55-25 1#20342 dtugosci produk-
tow amplifikacji wynosity — 700 pz. W odmianach
Kite, #22583 i Rusalka nie uzyskano zadnego
produktu amplifikacji. Region Reg35-404 zawie-
ra sekwencje SSR z motywem (AG) powto-
rzonym 18-19 razy. Podobnie jak w regionie
Reg23-404, do regionu Reg35-404 zaprojekto-
wano dwa zestawy starterow. W wyniku pierw-
szej reakcji amplifikacji na genomowym DNA 30
odmian pszenic uzyskano produkty o dhugo-
sci 815 pz, po czym wykonano PCR

zagniezdzony przy uzyciu drugiej pary star-
terow, amplifikujacych fragmenty o dlugo-
sci 200 pz. Uzyskane wyniki wykazuja
na polimorfizm dhugosci badanego regionu
Reg35-404. Dhugos¢ amplikonéw w odmianach:
Peking, #20342, Chi 4, Dobrudzia, #20277, Miro-
nowska, Europa, SQ1, CS, Ns-55-25, CSDH 28
wynosita — 200 pz. W odmianach: Kite, Banija,
#21186 produkty amplifikacji wynosity — 202
pz. W odmianach: Sava, Ching-Chang, Vireo
S, Upi-301i Pinka dtugos¢ amplikondw wyno-
sita — 204 pz. Odmiany: Fundulea 490, Albe-
na, Pobena, Ne-66, #22583, CSDH 115, Backa,
Rusalkam i Bajka charakteryzowaty si¢ nieco
krotszymi dtugosciami amplifikowanych produk-
tow — 198pz. Dhugosci produktéw amplifikacji
w odmianach: Triple Dirk S, #21134, CSDH 143,
Mv-Koma wynosity — 196pz. Sekwencje nukle-
otydowe Reg35-404 badano w 20 genotypach
charakteryzujacych si¢ 1) polimorfizmem dlugo-
$ci regionu SSR (na podstawie wynikdéw rozdzia-
lu w zelach agarozowych) oraz 2) skrajnymi
warto$ciami zywotnosci pytku/stopnia wypetnie-
nia klosow (na podstawie wynikéw uzyskanych
we wczesniejszych latach).

Podsumowanie i wnioski

— Badane genotypy pszenic zawieraja polimor-
ficzne sekwencje mikrosatelitarne w obydwu
regionach: w Reg23-404 oraz Reg35-404,
na co wskazuje polimorfizm dtugosci produk-
tow amplifikacji w kazdym regionie po anali-
zie rozdzialow w zelach agarozowych.
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— Amplifikacja regiondw mikrosatelitarnych SSR
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byta utrudniona, ze wzgledu na réznice sekwen-
cji nukleotydowej w genomie referencyjnym
i genomach badanych odmian oraz obecnoscia
tzw. trudnych do sekwencjonowania fragmen-
tow bogatych w powtarzajace si¢ motywy AT
i GC oraz w sekwencje palindromowe.

Analiza wynikow sekwencjonowania potwier-
dzita (i) obecno$¢ regionow SSR oraz (ii)
polimorfizm dtugosci tych SSR w badanych
genotypach pszenic.

Bardzo duza zgodnos¢ sekwencji nukleoty-
dowych uzyskana dla praktycznie wszystkich
amplikonéw i badanych genotypow pszenic
wskazuje, ze wybranastrategiaeksperymentalna
pozwala uzyska¢ wiarygodne 1 wewnetrz-
nie spojne wyniki analizy sekwencji mikro-
satelitarnych w bardzo duzym i1 ztozonym
(tj. alloheksaploidalnym) genomie pszenicy.

— Wykazano, ze warto$ci wypetnienia klosow

w warunkach stresu suszy sg zbiezne z charak-
terystyka polimorfizmu sekwencji mikrosateli-
tarnej (AG) w regionie Reg35-404. Region ten
zlokalizowany jest w poblizu genu lodujacego
inwertazg 1 pszenicy (7alnvl), w skafoldzie
4041295BL. Odlegtos¢ genu Talnvi od Reg35-
404 wynosi tylko 13kb co moze wskazywaé
na pelne genetyczne sprzezenia obydwu regio-
néw gDNA.

Biorac pod uwagg potencjalng role genu Talnvi
zarbwno w przebiegu mikrosporogenezy jak
i tolerancji tego procesu na stres suszy, a takze
nasze wyniki analizy ekspresji tego genu
w odmianach o skrajnej reakcji na stres suszy
(wyniki w roku 2016) mozna przypuszczac,
ze polimorfizm sekwencji SSR w regionie
Reg35-404 jest sprzezony z tolerancja na stres
suszy w czasie mikrosporogenezy.
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in the aspect of interactions occurring in the rhizosphere
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr HOR.hn.802.1.2019 Zadanie nr 103.

Stowa kluczowe: mikroorganizmy pozyteczne, pszenica, ryzosfera, susza

Zmiany klimatu w Polsce i na §wiecie powo-
duja m. in. przedhuzajagce si¢ okresy suszy.
Zjawisko to stanowi coraz wigkszy problem
w uprawie zbo0z, szczegdlnie pszenicy jarej.
Dotychczas prowadzone badania podstawowe
i prace o charakterze aplikacyjnym koncentro-
waly si¢ na okreslaniu mechanizmow tolerancji
roslin na stres suszy, typowaniu cech przydat-
nych do selekcji roslin odpornych i na stosowaniu
pozytecznych mikroorganizmow, gtownie arbu-
skularnych grzybéw mikoryzowych dla polepsze-
nia warunkow glebowych. Prowadzone obecnie
badania taczg i1 znaczaco rozszerzajg te zagadnie-
nia. Celem jest bowiem okreslenie specyficznych
genotypowo interakcji roslina-mikroorganizmy
glebowe, ktore determinujg odpornos¢ roslin
na stres suszy na poziomie systemu korzenio-
wego. Dla zweryfikowania tych zaleznosci
w ramach zadan zostaty okreslone cele szczego-
towe obejmujace: (1) kontrole biomasy systemu
korzeniowego 1 zielonej biomasy nadziemnej
rosliny, potencjatu wody gleby, potencjatu wody
korzeni i potencjatu wody lisci, oraz wczesnych
markeréw poziomu stresu w lisciach dla szesciu
genotypOw pszenicy jarej, uprawianej w 4 typach
warunkow uwodnienia (kontrola + trzy dtugosci
okresu suszy); (2) charakterystyka i okreslenie
sktadu mikroorganizmow rizosfery, pobranych

ze stanowisk glebowych 4 genotypdéw roslin
pszenicy, odpornych i nieodpornych na susze,
uprawianych w tunelu hodowlanym w dwodch
typach warunkéw uwodnienia (kontrola + susza)
oraz opracowanie konsorcjow mikroorganizmow
na podstawie wyizolowanych i oczyszczonych
mikroorganizmoéw rizosfery roslin odpornych
i nieodpornych na susze.

Migdzy genotypami odpornymi i wrazliwymi
podczas suszy zaobserwowano roznice w gesto-
sci korzeni w gornych czeSciach struktury syste-
mu korzeniowego. W odpornych genotypach
narazonych na susze zaobserwowano tendencj¢
do zwigkszania liczby korzeni w gornej czesci
gleby — korzenie zajmowaly przestrzen powyzej
kata 45°. W pojemnikach ,,root-box” podczas
suszy, genotypy wrazliwe wykazywaly znacz-
nie zmniejszong wysokos¢, mniejszg suchg mase
pedu i korzeni. Liczba lisci ro§lin wrazliwych nie
roznila si¢ znaczgco w przypadku roslin traktowa-
nych suszg i ro$lin kontrolnych. Wrazliwe geno-
typy wykazaty rowniez znaczacy spadek dtugosci
korzenia dhugosci korzeni gtownych i1 korze-
ni bocznych, ich mniejsza sucha mase podczas
suszy. Susza nieznacznie zmniejszyla parame-
try wzrostu genotypow odpornych na suszg,
z wyjatkiem calkowitej suchej masy korzenia,
dlugosci korzeni bocznych i $redniej diugosci
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korzeni bocznych, ktore byty podobne dla genoty-
pow kontrolnych i traktowanych suszg. W ekspery-
mencie ,,root-basket” susza zmniejszyta wysokos¢
wszystkich ro$lin i suchg mas¢ ich pedow. Co istot-
ne, liczba lisci znacznie spadta dla ro§lin odpornych,
ale nie wrazliwych, natomiast sucha masa korze-
ni znacznie spadia dla roslin wrazliwych, ale nie
odpornych. W rezultacie stosunek pedoéw do korze-
ni spadt znacznie tylko dla opornych genotypdw.
Ponadto u roslin wrazliwych na susze, rosnacych
w pojemnikach typu ,,root-basket” wszystkie zmie-
rzone cechy korzeni, tj. sucha masa korzeniowa,
liczba korzeni bocznych i dtugos¢ korzeni bocz-
nych, rosngcych pod katem 60° — 90°, znacznie
spadly w wyniku suszy w poréwnaniu do warun-
koéw kontrolnych. Przeciwne tendencje wystapily
dla roslin odpornych, w ktorych susza zwigkszyta
suchg masg¢ korzeni rosngcych pod katem 0° — 30°,
a takze liczbe korzeni weztowych i dlugos¢ korzeni
weztowych rosnacych pod katem 0° — 60°.
Parametry fluorescencji chlorofilu o okreslo-
no po 1 tygodniu zastosowania réznych warunkow
suszy lub 1, 2, 3 tygodniach suszy na tym samym
poziomie dla stwierdzenia, czy réznice w parame-
trach moga stanowi¢ wczesny marker wrazliwo-
$ci na susze zaleznej genotypowo. Wartos¢ F/F
spadata wraz z wzrostem intensywnos$ci suszy dla
wszystkich badanych obiektéw, jednakze istotne
statystycznie rdznice pomigdzy kontrola i susza
obserwowano dopiero po zastosowaniu warunkow
suszy intensywniejszej. Ponadto, nizsze warto$ci
F\/F, stwierdzono u odmian wrazliwych na susze
wzgledem odmian tolerancyjnych. Warto$¢ parame-
tru ABS/RC wzrastala wraz ze wzrostem intensyw-
nosci suszy dla wszystkich badanych genotypow.
ABS/RC bylo wyzsze dla odmian wrazliwych,
w poréwnaniu do odmian tolerancyjnych. Podob-
nie, TRo/RC wzrastato wraz ze wzrostem intensyw-
nosci suszy dla wszystkich badanych genotypow.
W warunkach kontrolnych odmiany tolerancyjne
charakteryzowaly si¢ nizsza wartosciag parametru
w poréwnaniu do roslin wrazliwych. ETo/RC i Dio/
RC roéwniez wzrastalo wraz ze wzrostem inten-
sywnosci suszy dla wszystkich badanych genoty-
pow, ale w warunkach kontrolnych nie stwierdzono
istotnych statystycznie réznic pomigdzy badanymi
genotypami. Parametr P.I. obnizat si¢ wraz ze wzro-
stem intensywnosci suszy dla odmian Struna i SMJ
2115, natomiast pozostale genotypy reagowaly
wzrostem parametru w warunkach nizszej inten-
sywnosci suszy, ale spadkiem w warunkach suszy
intensywnej. Odmiany tolerancyjne w warunkach
kontrolnych charakteryzowaly wyzsze wartosci P.1.
Warto$ci potencjalu osmotycznego dla roslin
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kontrolnych (optymalne nawodnienie, wysoka
zawarto$¢ wody) mierzone obnizeniem temperatu-
ry zamarzania probek oraz przeliczone na wartosci
osmolarnosci wskazaty wieksze réznice pomiedzy
glebg 1 pedami dla roslin odpornych. Zawartos¢
wody byta znaczaco nizsza, a zawartos¢ substancji
osmotycznie czynnych, znaczaco wyzsza dla pedow
ro$lin odpornych wzgledem roslin wrazliwych.
Podobne wyniki otrzymano dla korzeni, rdézni-
ce potencjatu pomiedzy gleba (wysoka zawartos¢
wody) i korzeniami (niska zawartos¢ wody, wysoka
zawarto$¢ substancji osmotycznie czynnych) byty
znaczgce. W okresie suszy tendencje utrzymywatly
sie, chociaz spadek zawarto$ci wody powodowat
zmniejszenie roznic pomiedzy pedem i gleba oraz
korzeniem i glebg. Wyréwnanie roéznic potencjalow
obserwowane bylo w najostrzejszej suszy dla geno-
typow tolerancyjnych, jako konsekwencja silnego
obnizania zawartosci wody w glebie, przy jedno-
cze$nie duzej stabilno$ci parametréw potencjatu
w pedach i korzeniach

Analiza mikroskopowa powierzchni dolnej
blaszki lisciowej wskazata wyzsza liczbg aparatow
szparkowych w optymalnych warunkach nawod-
nienia oraz obnizanie liczby aparatow szparkowych
na powierzchni lisci rozwijajacych sie lisciach
w warunkach suszy. Obserwowano liniowy spadek
liczby aparatow szparkowych wraz z postepujaca
intensywnoscig zastosowanych warunkéw suszy.
Najnizsza liczbe aparatow szparkowych stwierdzo-
no dla genotypdw tolerancyjnych dla ktérych liscie
rozwijaly si¢ podczas trzech kolejnych tygodni
suszy. Dodatkowo stwierdzono, réznice w wielko-
$ci aparatow szparkowych w warunkach kontrol-
nych i suszy. Zmniejszenie aparatow szparkowych
obserwowano dla wszystkich genotypéw w warun-
kach suszy.

Genotyp rosliny nie jest jedynym czynnikiem
determinujagcym ostateczny rezultat jakim jest
przetrwanie warunkow suboptymalnych. System
korzeniowy rosliny nawet najlepiej wyksztatcony,
w warunkach suszy nie bgdzie okreslal potencja-
hu przezycia rosliny w systemie zerojedynkowym.
Dopiero kompleksowe oddziatywania fizykoche-
miczne w systemie ryzosfera-gleba, oraz interak-
cje systemu korzeniowego z mikroorganizmami
o roznej aktywnosci w danym podtozu, beda decy-
dowaé¢ o ostatecznym plonowaniu ro$lin i prze-
trwaniu warunkéw stresu suszy. Doswiadczenia
pozwolity na weryfikacj¢ oddziatywania mikro-
organizméw na wzrost i plonowanie wybranych
genotypoéw. Umozliwily tez potwierdzenie hipote-
zy badawczej zakladajacej, ze: istniejg specyficz-
ne genotypowo interakcje roslina-mikroorganizmy
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glebowe, determinujace odporno$¢ roslin na stres
suszy; w strefie korzeniowej ro$lin odpornych
i nieodpornych rozwija si¢ jakosciowo i ilo§ciowo
odmienna kompozycja mikroorganizmow glebo-
wych; specyficzna kompozycja mikroorganizmow
ryzosfery determinuje fizyczne i biochemiczne
warunki glebowe (m. in. stosunki wodno-powietrz-
nych, obecno$¢ substancji aktywnych produkowa-
nych przez mikroorganizmy), jak réwniez indukuje
$ciezki sygnalowe/mechanizmy/reakcje fizjologicz-
ne umozliwiajace roslinie aklimatyzacje¢ i przetrwa-
nie stresu suszy.

Zalezno$¢ genotypowa tolerancji pszenicy
na susz¢ jest czynnikiem krytycznym. Odmiany
Telimena, Sirocco, Goplana wybrano jako genotypy
wrazliwe na stres suszy; Struna, SMJ 2115, Sharki
jako genotypy odporne na stres suszy. Zmniejszanie
powierzchni czegsci nadziemnej roslin (liczby lisci,
suchej masy, liczby aparatow szparkowych), przy
jednoczesnym utrzymaniu wysokiej efektywnosci
procesu fotosyntezy (parametry fluorescencji), ogra-
niczenie uwodnienia roslin i zwigkszenie zawarto-
$ci substancji osmotycznie czynnych, sa cechami
cze$ci nadziemnej ro$lin, ktore determinujg tole-
rancje¢ warunkOw suszy przez ro$liny pszenicy.
Specyficzng cecha roslin tolerancyjnych jest mocno
rozgaleziony, gleboki system korzeniowy, umoz-
liwiajacy unikniecie stresu suszy/zmniejszenie
skutkow suszy. Jednakze rozbudowana architektu-
ra korzeni musi by¢ rownomierna, wzrost korzeni
rowniez w gornej warstwie gleby jest niezbedny,
aby zapewni¢ roslinom przewage konkurencyjng
w pobieraniu sktadnikéw pokarmowych i determi-
nuje ostateczny plon. W programach hodowlanych,

ktorych celem jest poprawa pobierania wody
z gleby i stabilizacja plonéw w warunkach stre-
su wodnego, nalezy wzig¢ pod uwage selekcje
roslin o korzeniach glebokich, ale i rozgalezionych
w catym profilu glebowym. Cechy korzenia, takie
jak dlugosc, glebokosé i gestos¢ struktury powinny
by¢ rozpatrywane jednocze$nie z cechami determi-
nujacymi wzrost korzenia pod szerokim katem.

Aplikacja  konsorcjow  mikroorganizmow
wplyneta korzystnie na zwigkszenie formowania
struktur arbuskularnych grzybéw mykoryzowych
i zasiedlania korzeni przez grzyby mykoryzowe,
w poréwnaniu do korzeni roslin nieinokulowa-
nych mikroorganizmami w optymalnych warun-
kach nawadniania oraz w warunkach stresu suszy.
W ryzosferze roslin pszenicy odnotowano zwigk-
szenie ogodlnej liczebnosci bakterii oraz bakte-
rii wytwarzajacych formy przetrwalnikowe dla
odmiany Telimena w warunkach optymalnego
nawadniania, oraz dla odmiany Sharki rosnacej
w warunkach stresu suszy. Odnotowano zwigksze-
nie populacji bakterii syntetyzujacych kwas indo-
lilooctowy w glebie ryzosferowej roslin pszenicy
odmian Telimena i Sharki po zastosowaniu Konsor-
cjow mikroorganizmoéw. Aplikacja konsorcjow
mikrobiologicznych ogranicza negatywne skutki
stresu suszy u roslin pszenicy poprzez stymulacje
interakcji mikroorganizmow glebowych z ryzosfe-
rg roslin. Ze wzgledu na istotne réznice pomigdzy
kompozycja mikroorganizméw ryzosfery roslin
odpornych i nieodpornych na suszg, pozyska-
no mikroorganizmy i przygotowano specyficzne
konsorcja do testow inokulacji roslin w warunkach
glebowych i in vitro w 2020 roku.
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Alternatywne czynniki redukujace
zjawisko albinizmu roslin regenerowanych
z androgenicznych kultur pszenicy i pszenzyta

Alternative factors reducing albinism of plants regenerated from androgenic cultures

of wheat and triticale
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr HOR.hn.802.1.2019 Zadanie nr 80.

Stowa kluczowe: albinizm, androgeneza, in vitro, pszenica, pszenzyto

Zjawisko albinizmu ro$lin regenerowanych
z androgenicznych kultur pylnikowych stano-
wi istotny problem ograniczajacy wykorzysta-
nie androgenezy w hodowli zb6z. Doniesienia
naukowe wskazuja, ze poziom albinizmu zale-
zy od genotypu oraz rodzaju i nat¢zenia stresu
stosowanego w celu indukcji androgenezy. Celem
badan jest okreslenie mozliwosci zastosowania
alternatywnych streséw indukujacych proces
androgenezy pszenicy i pszenzyta, ktore umozli-
wiaja ograniczenie zjawiska albinizmu w kultu-
rach in vitro. Cel badawczy ukierunkowany zostat
na poznanie mechanizméw blokady biogenezy
chloroplastow oraz ich regulacji przez stosowa-
ne alternatywne czynniki stresowe. Postawiono
hipotezy badawcze: rozwo6j plastydow moze by¢
modyfikowany na najwczesniejszych etapach
androgenezy przez aplikacje¢ odpowiednich czyn-
nikow abiotycznych; krotkie okresy wysokiej
temperatury i wysokiego nat¢zenia $wiatta moga
by¢ stosowane alternatywnie do indukcji chtodo-
wej oraz ogranicza¢ zjawisko albinizmu; zjawi-
sko albinizmu jest rezultatem niezbalansowania
ROS, ktory prowadzi do autoeliminacji komoérek
gametycznych zdolnych do przeprogramowania
rozwoju w kierunku sporofitycznym

Badania prowadzone sg dla genotypow
scharakteryzowanych wczes$niej jako podatne
na zjawisko albinizmu vs genotypy regeneruja-
ce wysoki procent roslin zielonych. Porownano

czynniki abiotyczne stosowane standardowo
w fizjologii ro$lin do testowania funkcjonowania
chloroplastow i potencjalnie indukujace andro-
geneze: (1) standardowo stosowany chtod, (2)
stres wysokiej temperatury, (3) krotki okres
dziatania wysokiego natezenia $§wiatta o okreslo-
nej kompozycji spektralnej. Wpltyw czynnikow
indukcyjnych zbadano na wczesnych etapach
powstawania mikrospor oraz w poczatkowe;j
fazie podziatéw komodrkowych — bezposrednio
po zastosowaniu okreslonego stresu. Przeprowa-
dzono kontrole indukcji androgenezy i poziomu
albinizmu w warunkach in vitro po zastosowaniu
stresow. Okreslono zbalansowanie reaktywnych
form tlenu (ROS) w sposéb posredni, analizu-
jac ekspresj¢ genow markerowych kodujacych
biatka systemu antyoksydacyjnego. Okreslono
roOwniez rol¢ programowanej $mierci komorki
w autoeliminacji mikrospor zdolnych do prze-
programowania rozwoju w kierunku sporofi-
tycznym po aplikacji stresu na podstawie analizy
TUNEL.

Zalezno$¢ genotypowa jest czynnikiem
krytycznym w procesie androgenezy i determi-
nuje regeneracje roslin zielonych/albinotycznych.
Czynnikiem modyfikujacym proces androge-
nezy moze by¢ termin zbioru ktosow. Wzgled-
nie wyzszy poziom stresu gwarantowa¢ moze
lepsza efektywno$¢ regeneracji roslin  zielo-
nych. Stres chtodu jest pozytywnym regulatorem
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przeprogramowania rozwoju mikrospor z gameto-
fitycznego do sporofitycznego i regeneracji roslin
zielonych, wysoka temperatura w przypadku geno-
typdw pszenzyta i pszenicy nie wplywa na zwick-
szenie efektywnosci procesu androgenezy, natomiast
stres wysokiego natgzenia $wiatla moze czegsciowo
zastepowac stres niskiej temperatury lub stosowany
jako czynnik dodatkowy moze zwigkszac efektyw-
nos$¢ regeneracji roslin. Poziom ekspresji genu SOD
jest zalezny od genotypu i rodzaju zastosowanego
stresu. Najwyzsza ekspresje genu SOD indukuje
stres wysokiej temperatury w klosach genotypow
pszenzyta o niskiej podatnosci na proces androge-
nezy, oraz stres niskiej temperatury dla genotypu
pszenzyta o wysokiej podatnos$ci na androgenezg.
Zmiany ekspresji genu CAT nie odgrywaja istotnej
roli w procesie androgenezy, ekspresja genu nie jest
specyficzna genotypowo i nie koreluje z rodzajem
traktowania. Podwyzszenie ekspresji genu SSIII dla
genotypu pszenzyta o wysokiej podatnosci na andro-
genezg jest istotne na kazdym etapie androgenezy,
natomiast dla pozostatych genotypoéw ekspresja
genu jest niska. Wszystkie czynniki stresowe
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podwyzszajg warto$¢ ekspresji genu SSIII, najsil-
niejszy efekt indukuje traktowanie $wiattem o wyso-
kim natezeniu. Najwyzszy poziom ekspresji genu
kodujacego biatko D1 obserwowane jest po zasto-
sowaniu stresu niskiej temperatury oraz wysokiego
natezenia $wiatla dla genotypu podatnego na proces
androgenezy. Morfologia mikrospor po traktowa-
niu niskg temperaturg wykazata, ze s3 one w odpo-
wiednim stadium rozwojowym dla indukcji procesu
androgenezy, tzn. dwujadrowym, po symetrycznym
podziale jadra, bez zaznaczonej $ciany komorkowe;.
Traktowanie wysokim nat¢zeniem $wiatta korzyst-
nie wptywa na rozwoj mikrospor genotypow podat-
nych na proces androgenezy, natomiast wysoka
temperatura i wysokie natezenie $wiatta dereguluje
rozw0j mikrospor opornych genotypéw. PCD indu-
kowane jest w mikrosporach genotypéw opornych
na proces androgenezy, oraz po traktowaniu stresem
wysokiej temperatury i $wiattem EL. W komorkach
kalusa, PCD indukowane jest dla wigkszosci geno-
typow. W przypadku zielonych lisci indukcja PCD
byta widoczna w jadrach komorek szparkowych
i komorek mezofilu, a takze w chloroplastach.
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Zadanie nr 15.

Stowa kluczowe: cytoplazmatyczna meska sterylno$¢, hodowla heterozyjna, markery genetyczne

Hodowla heterozyjna pszenzyta bazuje
na cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci typu
Triticum timopheevii (cms Tt). W chwili obec-
nej jest to jedyny typ cms wykorzystywany
na skale przemystowa umozliwiajacy prowadze-
nie me¢skosterylnych linii matecznych. Ten typ
cytoplazmy sterylizujacej jest tatwy do przywro-
cenia co stanowi duzy problem w hodowli pszen-
zyta heterozyjnego. Dodatkowo, Astabo poznane
sg genetyczne podstawy zjawiska. Wiadomo,
ze cms Tt jest warunkowana szeregiem QTLi
o relatywnie niewielkich efektach. Dane literatu-
rowe sugeruja, ze QTLe cechy wystepuja prak-
tycznie na wszystkich chromosomach gatunku.
Brak jest jednak danych molekularnych o szcze-
gotowej lokalizacji wszystkich QTLi oraz ich roli
w ekspresji cechy.

Celem zadania jest opracowanie markeréw
DNA silnie sprzezonych/asocjowanych z mozli-
wie szerokim spektrum genow utrzymania steryl-
nosci pytku u pszenzyta z CMS Tt wystepujacych
w obrebie badanych populacji RIL oraz okresle-
nie wktadu tych genéw do zmiennosci fenotypo-
wej.

W roku 2019 zadanie bylo realizowane
w ramach 3 tematdéw badawczych:

Temat badawczy 1: markerowanie genetyczne
(DArTseq/silicoDArT) linii rekombinacyjnych.

Genotypowanie linii RIL8: MS 114 (5)-2-1
dop. x Borwo za pomocg markerow DArTseq.

W wyniku genotypowania populacji RILS:

MS 114 (5)-2—-1 dop. x Borwo uzyskano 300663
markeréw DArTseq w postaci macierzy z segre-
gacjami oraz 58867 markerow silicoDATT (tacz-
nie 89530 markerow DATT).

Whioski z prowadzonych badan:

1. Profilowanie populacji RIL8: MS 114(5)-
2-1 dop. x Borwo pozwolito na uzyskanie tgcznie
89530 markeréw DArTseq i silicoDArT.

Temat badawczy 2: identyfikacja markerow
cechy (mapowanie genetyczne i/lub asocjacyjne).
Cel podjetego tematu i prowadzonych badan:

— Mapowanie genetyczne populacji RIL8: MS
114(5)-2-1 dop. x Borwo w oparciu o mark-
ery DArTseq oraz/lub silicoDATrT.

— Ocena zawigzywania ziaren dla krzyzowki
BCI1F8: MS 114 (5)-2—1 cms Tt x [RIL8: MS
114 (5)-2—1 dop. x Borwo] oraz BC1F8: MS
HT 352 cms Tt x [RIL8: MS HT 352 dop. x
Borwo].

— Poszukiwanie markeréw zwigzanych z
QTLami utrzymania sterylno$ci pytku u
pszenzyta z cms Tt z wykorzystaniem popu-
lacji BC1F8: MS 114 (5)-2—1 cms Tt x [RILS:
MS 114 (5)-2—1 dop. x Borwo].

Mapowanie genetyczne wykonane dla popu-
lacji RIL8: MS 114 (5)-2—1 dop. x Borwo umoz-
liwito identyfikacje 21 grup sprzgzen, ktore
przypisano do odpowiednich chromosomow
pszenzyta. Na mapie znalazto si¢ tacznie 44655
markerow (1181 markerow szkieletowych, 10705
redundantnych 1 32769 dodanych). Najmniej
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liczna pod wzgledem liczby markerow szkieleto-

wych grupa sprz¢zen 2R sktadata si¢ z 18, nato-

miast najliczniejsza SA z 91 markeréw DArTseq

i silicoDArT. Lacznie, wszystkie grupy sprzezen

pokrywaty 2240.6 cM, przy czym S$rednio markery

szkieletowe wystgpowaty co 2.13 cM.

Ocena zawigzywania ziaren bedgca miarg
utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta wykaza-
a zr6znicowanie cechy dla krzyzowki BC1F8: MS
114 (5)-2-1 cms Tt x [RIL8: MS 114 (5)-2—1 dop.
x Borwo] oraz BC1F8: MS HT 352 cms Tt x [RILS:
MS HT 352 dop. x Borwo]. Obserwowano zarowno
ro§liny sterylne jak i takie, u ktorych liczba ziaren
w ktosie dochodzita do ponad 50-ciu.

Mapowanie QTL z wykorzystaniem ztozone-
go mapowania interwatowego (CIM, ang. Compo-
site Interval Mapping) wykazato obecnos¢ QTLi
utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt
w obrebie grup sprzezen 2A, 3B, 4A, 5A, TA i 7R.
Wielokrotne mapowanie interwatowe (MIM, ang.
Multiple Interval Mapping) potwierdzito obecnos¢
czesci QTLi wystepujacych w obrebie chromoso-
mow 2A, 3B i 5A.

Wnhioski z prowadzonych badan:

— Opracowana mapa genetyczna dla popula-
cji RIL8: MS 114 (5)-2—1 dop. x Borwo jest
dobrze wysycona markerami molekularny-
mi i moze by¢ wykorzystana do mapowania
kompozytowego oraz wielokrotnego mapowa-
nia interwatowego.

— Mapowanie QTLiutrzymania m¢skiej sterylno-
$ci/ przywracania ptodnosci pytku u pszenzyta
z CMS Tt potwierdzito ztozono$¢ cechy oraz
jej warunkowanie wieloma QTLami, specy-
ficznymi dla réznych populacji mapujacych.
Maksimum funkcji LOD dla QTLi badanej
cechy wykazuja silne sprze¢zenie z markerami
otaczajacymi te QTL. Markery te majg zwykle
wiele markeréw redundantnych. Stwarza
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to perspektywy uzyskania markeréw specy-
ficznych.

— Wydaje sie, ze selekcja wsparta markera-
mi molekularnymi w wariancie klasycznym
mozliwa jest wyltacznie z wykorzystaniem linii
RIL danej populacji mapujacej i bedzie mieé¢
ograniczony skutek (problemem bedzie dobor
form rodzicielskich do krzyzowan).

Temat badawczy 3: testowanie markeréw mole-
kularnych na szerszej populacji genotypow.

Cel podjetego tematu i prowadzonych badan:

Identyfikacja markerow pracujacych na ré6znych
genotypach lub wytypowanie markeréw najsilniej
sprzezonych/asocjowanych z najmocniejszymi QTL
cechy.

Duza réznorodno$¢ QTLi wystepujacych
w obrebie pigciu badanych populacji mapujacych
RIL8: MS 114 (5)-2-1 dop. x Borwo; RILS: DB2
x B2, RIL6: MS HT 352 dop. x Borwo, RIL6: MS
112 (15)-2—1 dop. x Borwo oraz RILS5: DB1 x RB1
nie pozwolita na wytypowanie markerow wspol-
nych dla wszystkich z nich. Najwyrazniej dla kazdej
z badanych populacji nalezy typowa¢ inne markery
molekularne sprz¢zone z najsilniejszymi QTLami
cechy. Nalezy jednak pamigtac, ze QTLe wytypo-
wane dla poszczegdlnych populacji mapujacych
moga, ze wzgledu na rodzaj i sposob prowadzenia
materialu badawczego, mie¢ nadmierne (przecenio-
ne) wartos$ci QTLi.

Whioski z prowadzonych badan
— Zroznicowanie badanych populacji mapuja-

cych pod wzgledem wystepowania QTLi utrzy-

mania sterylnosci pytku u pszenzyta z CMS Tt

uniemozliwia wytypowanie wspolnych marke-

row.
— Dla kazdej z badanych populacji nalezy typo-

wac¢ inne markery molekularne sprzezone

z najsilniejszymi QTLami cechy.
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hodowlany i zwiekszajgcych efektywnos¢é
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pszenzyta o podwyzszonej odpornosci i tolerancji

na septorioze lisci i plew [czynnik sprawczy:
Parastagonospora nodorum (Berk.), (Quaedvlieg,

Verkley & Crous.)]
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Stowa kluczowe: androgeneza, kultury in vitro, nekrozy, odpornos¢, pszenica ozima, pszenzyto ozime, somatyczna

embriogeneza

Wspoélczesne rolnictwo jest uzaleznione
od stosowania pestycydow. Ochrona chemiczna
srodkami grzybobodjczymi jest skuteczna, jednak
nie zawsze ekonomicznie uzasadniona i moze
by¢ szkodliwa dla $rodowiska (Cook, 1999).
Nowoczesne odmiany powinny charakteryzowac
si¢ lepszym dostosowaniem do zmieniajacych
si¢ warunkow $rodowiska, wyzsza odpornoscia
na choroby i szkodniki oraz wysokim plonowa-
niem bez obnizenia jakosci plonu i koniecznoS$ci
stosowania intensywnego nawozenia i ochro-
ny roslin. Jedng z najwazniejszych chordb zboz
jest septorioza lisci i plew, wywolana przez
nekrotroficzny grzyb Parastagonospora nodo-
rum. W wyniku porazenia odnotowywany jest
spadek plonu ziarna do okoto 40% (Arseniuk
i in.; 2002). Prace nad podniesieniem odpornosci
zb6z na septoriozy przez stosowanie konwen-
cjonalnych metod sg dtugie i kosztowne. Mozna
je wspomoc technikami biotechnologii stosujac
somatyczng embriogeneze i androgeneze.

Celem projektu jest porownanie efektyw-
nosci 1 wykorzystanie biotechnologicznych

metod poszerzajacych zmienno$¢ genetyczng
i skracajacych cykl hodowlany pszenicy ozime;j
1 pszenzyta ozimego pod wzgledem odporno-
$ci 1 tolerancji zboz na septorioze lisci i plew.
Linie somaklonalne 1 dihaploidalne otrzy-
mane w ramach projektu zostaly poddane
testom odpornosci na septorioze lisci i plew oraz
wrazliwosci na toksyne biatkowa produkowana
przez P. nodorum, Tox3.

Otrzymane wyniki wskazuja na wyzszg odpor-
no$¢ na P. nodorum genotypow pszenzyta, zarow-
no w warunkach polowych jak i kontrolowanego
srodowiska. Udziat porazonej tkanki dla obiektow
pszenzyta ozimego wyniost 35% w warunkach
polowych 1 13,9% w fitotronie, natomiast
dla obiektow pszenicy ozimej porazenie wyniosto
odpowiednio 41,4% 1 14,2%. Réwniez w ubie-
glychlatachrealizacji projektu otrzymano podobne
wyniki. W roku 2018 $rednia powierzchnia pora-
zenia tkanek lisci pszenzyta wyniosta 14%, nato-
miast dla genotypoéw pszenicy zaobserwowano
18% porazonej tkanki lisci. Arseniuk i Fried (1991)
w pracy wykazali wyzsza odpornos$¢ na septorioze
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lisci i plew dla obiektow pszenicy ozimej. W swoich
badaniachporéwnywaliodpornos¢dwdchgenotypow
pszenzyta ozimego i sze$ciu genotypoOw psze-
nicy ozimej na prezentowany patogen. Srednia
powierzchnia porazenia liSci wyniosta u pszenicy
17,2% podczas gdy u pszenzyta az 30,5%. Jedna
z przyczyn przetamania odpornosci pszenicy moze
by¢ ewolucja patogena. W dotychczasowych bada-
niach na uwage zastuguje linia D-44, ktéra pochodzi
ze skrzyzowania odmian Borwo i Tomko. W tym
roku porazenie tkanki lisci dla tej linii wynio-
sto 33,3% w warunkach polowych i 8,4% w fito-
tronie. Przedstawione w pracy wyniki wskazuja,
ze somatyczna embriogeneza zwicksza zmienno$¢
reakcji na P. nodorum wsrod genotypdw pszenzy-
ta ozimego. Otrzymane wyniki testow odpornosci
na septorioze lisci i plew w warunkach polowych
i kontrolowanego srodowiska sg zbiezne z wynika-
mi z lat ubieglych. Somaklony pszenzyta ozimego
wykazuja najwyzsza odpornos¢ na P. nodorum.
Srednia warto$é porazonej tkanki wyniosta 32,3%,
podczas gdy w przypadku somaklonéw pszenicy
zaobserwowano 42,3% porazenia. W 2017 roku
udziat zainfekowanej tkanki wyniost 17% dla soma-
klonéw pszenicy i 10% dla somaklonéw pszenzyta,
natomiast w 2018 odpowiednio 47% i 37%. Podob-
ne wyniki uzyskali Arseniuk i in. (1998) badajac
odpornos$¢ linii somaklonalnych pszenzyta.
Nekrotroficzny grzyb P. nodorum produkuje
kilka rodzajow biatek wywotujacych w tkankach
gospodarza  indukcj¢ zmian  nekrotycznych
i w rezultacie rozwo¢j choroby. Wrazliwo$¢ odmian
na toksyng Tox3 jest bardzo powszechna. W Zakta-
dzie Fitopatologii w Instytucie Hodowli i Aklimaty-
zacji Roslin zaobserwowano, ze najwigkszy wplyw
na odporno$¢ fenotypowa ma odpornos¢ na toksy-
n¢ Tox3 (Walczewski i in., 2017). Udzial obiektow
hodowlanych podatnych na t¢ toksyne wyniost 70%.
Ponad to w badaniach Kar-Chun Tan i in., (2014)
po przetestowaniu 46 komercyjnych odmian psze-
nicy, u 91% zaobserwowano wrazliwos$¢ na toksyne
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Tox3. Wyniki uzyskane podczas badan dla geno-
typow pszenzyta sa zbiezne. Podatnos¢ na toksy-
n¢ Tox3 zaobserwowano dla 69,8% genotypow
pszenzyta ozimego oraz 48,1% obiektow pszenicy
ozimej.

Wyniki otrzymane w projekcie potwierdzaja
mozliwo$¢ poprawy odpornosci genotypow psze-
nicy i pszenzyta ozimego w procesie somatycznej
embriogenezy. Wlaczenie do uprawy genotypow
zboz o podwyzszonej odpornosci na P. nodorum
oraz toksyn¢ Tox3 moze by¢ efektywnym srodkiem
ochrony roslin przed spadkami plonu wywotanymi
przez septorioze lisci i plew.
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Toksyny biatkowe Parastagonospora nodorum
i ich zwigzek z patogenicznoscig oraz odpornoscia
pszenzyta i pszenicy na septorioze lisci i plew (SNB)
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Stowa kluczowe: toksyny bialkowe, niewrazliwos¢, odpornos¢, efektory, nekroza, SNB

Septorioza lisciiplew (SNB) jest chorobg zb6z
wywolywana przez grzyb Parastagonospora
nodorum. W Polsce choroba ta najczesciej wyste-
puje napszenicy i pszenzycie. Z doniesien w litera-
turze przedmiotu wynika, ze patogen wywotujacy
te chorobe jest obecny niemal we wszystkich rejo-
nach $wiata, w ktorych uprawia si¢ pszenicg
i pszenzyto. W warunkach wysokiej wilgotno-
$ci 1 umiarkowanej temperatury SNB osigga
rozmiary epidemii skutkujacej wysokimi iloscio-
wymi i jako$ciowymi stratami w plonie ziarna.
P. nodorum jest grzybem nekrotroficznym,
co oznacza, ze do odzywiania i rozmnazania
potrzebuje martwej tkanki zywiciela. W ostatnim
czasie opisano molekularne mechanizmy wyko-
rzystywane przeztego patogenado inicjacji zmian
nekrotycznych. W procesie infekcji produkowane
sg biatkowe toksyny wchodzace w interak-
cjez produktami specyficznych gendow gospodarza
aktywujac  szlaki  sygnalowe prowadzace
do programowanej $mierci komorek (Friesen
i Faris 2010). Dotychczas opisano 8 toksyn,
zwanych tez efektorami biatkowymi, oraz
9 korespondujacych z nimigendw zywicie-
la. Wrazliwo$¢ na dany efektor bialkowy jest
zalezna od obecno$ci w genomie dominujgce-
go allelu pojedynczego genu. Wptyw interakcji
efektor-gen ro$liny zywiciela na rozwo6j SNB
ma przewaznie charakter addytywny. Dotychcza-
sowe badania nad wplywem efektorow na rozwdj
choroby byly prowadzone na jednolitych popu-
lacjach segregujacych wrazliwo$¢ na okreslo-
ne toksyny,z wykorzystaniem pojedynczych

izolatow patogena. W takich warunkach wyka-
zano pozytywny wplyw wrazliwosci na toksy-
ny na odpornos¢ ro$linyna patogena zarO6wno
w stadium siewki w warunkach kontrolowanego
srodowiska (Liu i inni 2009) jak i w warunkach
polowych (Friesen i inni 2019).

W realizowanej pracy postawiono sobie
za cel okreslenie wpltywu, jaki wywie-
raja  poszczegdlne efektory na  rozwdj
choroby w obiektach reprezentujacych zroz-
nicowang pule genowg polskich programow
hodowlanych pszenicy i pszenzyta, w warun-
kach zblizonej do naturalnej presji patogena.
Takie podejscie umozliwia uszeregowanie genow
wrazliwos$ci na efektory biatkowe pod wzgledem
korzysci dla odpornosci genotypow zboz na SNB
ptynacych z ich eliminacji z programéw hodowa-
nych.

Lokalna populacja patogenu zostata scharak-
teryzowana przy pomocy badan PCR dla toksyn
Tox1, Tox3 i ToxA, oraz z wykorzystaniem testow
biologicznych dla toksyny Tox5. Z badan wynika,
ze wiekszo$¢ izolatow P. nodorum z terenu Polski
zawiera geny kodujace Tox1, Tox3 i Tox5. Toksy-
na ToxA wystepuje tylko u okoto 10% przebada-
nych izolatow. Dane te zostaly wykorzystane
przy wyborze izolatow do testoéw fenotypo-
wania tak, aby odzwierciedlaly one populacje
P. nodorum wystepujaca na terenie Polski.

W ramach zadania przebadano na odporno$c¢
na SNB genotypy pszenicy i pszenzyta w dwdch
stadiach rozwojowych, siewki w warunkach
kontrolowanego $rodowiska, oraz w stadium

Komunikat
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rosliny dojrzatej w doswiadczeniu polowym.

Zbadano réwniez wrazliwos¢ genotypow
na toksyny Tox1, Tox3, Tox5 oraz ToxA. Materia-
lem do badan byly ekstrakty uzyskane w wyniku
ekspresji genow toksyn w Pichia pastoris. W przy-
padku toksyny Tox5 wykorzystano ekstrakt oczysz-
czony metodami chromatograficznymi z hodowli
Parastagonospora nodorum. W przebadanych
obiektach wrazliwo$¢ na toksyne Tox3 byta najbar-
dziejrozpowszechniona. Wigkszo$¢ przebadanych
linii pszenzyta (56%) 1 28% obiektow pszenicy jest
wrazliwych na te¢ toksyne. Wrazliwo$¢ na toksyng
Tox5 wystepuje w ok. 36% genotypdw pszenzyta i
okoto 13% pszenicy. Na toksyng¢ ToxA wrazliwych
bylo 13% genotypoéw pszenzyta i 5% genotypow
pszenicy, z kolei na toksyne Tox1 wrazliwych bylo
tylko okoto 5% obiektow obu gatunkdw.

Dane dotyczace odpornosci fenotypowej oraz
wrazliwos$ci na toksyny zostaly zestawione ze soba
w celu wykrycia ewentualnych zwiazkow korela-
cyjnych (Rysunek 1). W tegorocznych badaniach
toksyna Tox3 stanowita gtowny czynnik rozwoju
choroby w stadium siewek u obydwu gatunkéw
zboz. Wrazliwos¢ na te toksyne determinowata 37%
124% objawow chorobowych u pszenicy i pszenzy-
ta. W tegorocznych badaniach polowych pszenicy
1 pszenzyta nie stwierdzono statystycznie istotnego
zwigzku migdzy wrazliwoscig na Tox3 a fenotypowa
odpornoscig polowa. Z uwagi na susze juz w trzecim
tygodniu po zaobserwowaniu pierwszych obja-
woOw, rozpoczeto si¢ zasychanie ro$lin, co najpraw-
dopodobniej przyczynito si¢ do niewykrycia
statystycznie istotnego zwigzku Kkorelacyjnego
migdzy wrazliwo$cig na t¢ toksyne a odpornoscia
polowa. Nalezy podkresli¢, ze taki statystycz-
nie istotny zwiagzek byl obserwowany rutynowo
w poprzednich latach.

Ponadto wykryto statystycznie istotny zwigzek
korelacyjny migdzy wrazliwoscig na toksyne Tox5
a odpornoscia pszenzyta w stadium siewki. Toksyna
Tox5 determinowata 7.9% tej zalezno$ci. Analiza
wariancji wynikow wykazata réwniez, ze wraz-
liwos¢ na toksyne Tox5 w sposob statystycznie
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istotny wyjasnia 7.8% zmiennosci w odpornosci
fenotypowej pszenzyta na SNB w stadium rosliny
dorostej w doswiadczeniu polowym.

W  przeprowadzonych doswiadczeniach nie
zaobserwowano statystycznie istotnych interak-
cji migdzy wrazliwo$cig na toksyny Tox1 i ToxA
a odpornoscig fenotypowa na SNB. Prawdopodob-
nymi przyczynami tego sa male ilosci obiektow
wrazliwych na te toksyny, maskowanie efektow
ich dziatania przez bardziej rozpowszechnione
wrazliwos$ci, oraz w przypadku ToxA niski udziat
w inokulum izolatow produkujacych te toksyne. Z
uwagi na przyklady takich oddzialywan w specjal-
nie dla tych toksyn optymalizowanych doswiad-
czeniach opisanych w literaturze nie mozna jednak
wykluczy¢ istotnosci takich oddziatywan.

Wykryte zwigzki korelacyjne migdzy wrazliwo-
$cig na toksyny Tox3 i Tox5 a odpornoscig na SNB
wskazuja na zasadno$¢ usuni¢cia z puli obiektow
hodowlanych obiektow wrazliwych na te toksyny.
Rutynowa bonitacja wrazliwo$ci na toksyny kandy-
datow na rodzicéw, oraz wczesnych materialow
hodowlanych moze by¢ szybka i wygodng metoda
wspierania decyzji hodowlanych prowadzacych
do zwigkszenia odpornosci na SNB.
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Rys. 1. Wplyw wrazliwosci na toksyny Tox3 i Tox5 na odpornos¢ fenotypowa. Ocena w warunkach polowych prowadzona
w skali: 9 — odporny, 1 — podatny; ocena w warunkach fitotronowych wyrazona przez % porazonej powierzchni lisci.
Ramkg zaznaczono istotne statystycznie zaleznosci dla p < 0.05. Pionowe slupki oznaczajg 0.95 przedzialy ufnosci.
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Badanie typéw odpornosci na fuzarioze ktoséw
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postegpu biologicznego w produkcji

roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr HOR.hn.802.2.2019, Zadanie nr 14.

Stowa kluczowe: fuzarioza klosoéw, gen Fhbl1, pszenzyto, mykotoksyny

Nowe odmiany pszenzyta wykazujg podat-
no$¢ na fuzarioze ktosow, a takze na kumulacje
toksyn fuzaryjnych. Szczegdlnym problemem
zwigzanym z fuzariozg klosow jest skazenie ziar-
na mykotoksynami, ktore stanowig duze zagroze-
nie dla zdrowia ludzi oraz zwierzat.

Odpornos¢ na grzyby patogeniczne z rodza-
ju Fusarium warunkowana jest przez wiele locus
cech ilosciowych (QTL), przy czym glowne
zrodto stanowi locus genu Fhbl odpowiadajacy
za bardzo wysoka i stabilng odporno$¢ na fuzario-
zg, ktory obecny jest w odmianie pszenicy Sumai
3. Aktualnie poszukiwane sg nowe zrodta odpor-
nosci

Cele projektu:

— Badanie odpornosci typu 1 (na infekcje pier-
wotng) i 2 (na rozprzestrzenianie si¢ patogena
w ktlosie) na fuzarioze klosow u wybranych
genotypow pszenzyta ozimego w dwoéch
lokalizacjach z wykorzystaniem markerow
fenotypowych.

— Fenotypowanie porazenia ktoséw wybranych
genotypow pszenzyta w doswiadczeniach
infekcyjnych w dodatkowych lokalizacjach
oraz kolejne krzyzowania wsteczne i analiza
molekularna mieszancéw uzyskanych z prze-
krzyzowan.

— Ocena odpornosci na uszkodzenie ziarna (typ
odpornosci 3) oraz okreslenie redukcji para-
metrow struktury plonu w testowanych geno-
typach po inokulacji (typ odpornosci 4).

— Okreslenie odpornosci typu 5, kumulacja/
degradacja toksyn.

Material badawczy stanowity: pszenzyto
ozime o zroznicowanym podiozu genetycznym
— temat badawczy 1, 2, 3 i 4; genotypy pszen-
zyta z introgresja chromatyny Triticum mono-
coccum 1 substytucjami genomu D pszenicy
- temat badawczy nr 1 i 2; formy przekrzyzowan
wstecznych (BC, i BC,; linie pszenzyta ozime-
go z genem Fhbl,; linie DH pszenzyta z genami
odpornosci na rdze brunatng oraz wysokoplonuja-
ce odmiany pszenzyta.

Badanie odpornosci genotypow pszenzyta
wykonano metodg inokulacji (oprysk) zawiesi-
ng zarodnikow Fusarium culmorum (typ odpor-
nosci 1 1 2) w dwéch lokalizacjach oraz metoda
inokulacji punktowej (typ odpornosci 2) w IHAR
Radzikow - temat badawezy nr 1; identyfikacja
genu odpornosci Fhbl warunkujacego podwyz-
szong odporno$¢ na fuzarioze w uzyskanych
mieszancach BC,1BC, z wykorzystaniem marke-
ra UMN 10 oraz na jego podstawie nowo zapro-
jektowanych starter6w- temat badawczy nr 2;
analiza odpornosci typu 3 (na uszkodzenie ziar-
niakow przez Fusarium) poprzez wizualng oceng
proporcji ziarniakéw uszkodzonych przez Fusa-
rium (FDK) i ziarniakow wygladajacych zdrowo
(HLK). Analiza redukcji komponentéow struktury
plonu ziarna u badanych genotypow po inokula-
cji: masy ziarna z ktosa (MZK), liczby ziarniakow
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w ktosie (LZK), masy tysigca ziarniakow (MTZ)
w odniesieniu do prob kontrolnych (typ odporno-
sci 4) - temat badawczy nr 3; analiza odpornos$ci
typu 5 na kumulacje¢/degradacj¢ toksyn fuzaryjnych
w ziarniakach u genotypow o najwyzszej odpor-
nosci i najmniejszej obnizce plonu. Zawartos¢
trichotecenow z grupy B analizowano przy wyko-
rzystaniu chromatografii gazowej (Goral i in. 2019),
zearalenonu (za pomocg ilosciowego testu ELISA).
Zawartosci ergosterolu oznaczano metoda wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej (Perkowski i in.
2007, 2008) - temat badawczy nr 4.

Wyniki:

Temat badawczy nr 1: Doswiadczenia infek-
cyjne w IHAR-PIB Radzikéw i IGR PAN Poznan
z genotypami pszenzyta ozimego.

Porazenie klosow przez Fusarium w tescie
inokulacyjnym polowym w obu lokalizacjach byto
zroéznicowane. W lokalizacji Poznan-Cerekwica
byto niskie, pomimo zastosowania mikrozraszania.
Wynikato to z niewielkich opadow w okresie kwit-
nienia pszenzyta w tej lokalizacji. Srednie porazenie
ktosow (IFK%) u pszenzyta bylo wyzsze w Radzi-
kowie (11,6%) niz w Poznaniu (3,1%). Najnizsze
porazenie (<2%) obserwowano u trzech genoty-
pow. Wspotczynnik korelacji pomiedzy indeksami
fuzariozy klosow w obu lokalizacjach byt istotny,
jednakze niski. Analiza sktadowych gtownych
wykazuje, ze wickszo$¢ genotypow wybranych
w latach poprzednich wykazata opornos$¢ na pora-
zenie klosa w obu $rodowiskach. Najwyzsza
odpornos¢ wszystkich badanych typow odpornosci
stwierdzono u 7 genotypow.

Dodatkowo w lokalizacji Poznan-Cerekwi-
ca w warunkach polowych testowano 40 genoty-
poOW pszenzyta z introgresjg chromatyny Triticum
monococcum 1 substytucjami genomu D pszeni-
cy. Oceniajac porazenie klosa (%IFK) u tych linii
stwierdzono $rednio dla wszystkich linii niewielkie
porazenie ponizej 3%. Badano rowniez dla tych
genotypoéw w doswiadczeniach w IHAR Radzikow
odpornos¢ typu 11 I1. Najwyzsza odpornos$¢ wszyst-
kich badanych typéw, na poziomie linii z genem
Fhbl, wykazaty dwie linie, a u jednej z nich stwier-
dzono réwniez bardzo niskie porazenie w doswiad-
czeniu inokulacyjnym w Poznaniu.

Temat badawczy nr 2: Doswiadczenia infek-
cyjne w dodatkowych lokalizacjach. Krzyzowanie
wybranych genotypoéw pszenzyta, rozmnazanie
uzyskanych mieszancow

Inokulacje klosow pszenzyta 3 szczepami
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F. culmorum przeprowadzono w dodatkowych loka-
lizacjach (Debina, Borowo, Malyszyn, Szelejewo).
Objawy fuzariozy kloséw wystapity jednie w Debi-
nie. Indeksy fuzariozy ktosow z Radzikowa, Pozna-
nia oraz z De¢biny korelowaly istotnie, jednakze
miaty niskie wartosci. Zidentyfikowano 8 geno-
typdw pszenzyta ozimego o niskiej podatnosci na
fuzariozg ktosow, ktorych reakcja byta stabilna w 3
lokalizacjach doswiadczalnych.

W 2019 roku wykonano przekrzyzowania
wsteczne form BC,, BC, (z odmiang Twingo lub
linia MAH 7314). Uzyskano 116 ziarniakow poko-
lenia BC, oraz 546 ziarniakéw pokolenia BC;
Sposréd nich 3 formy BC, oraz 24 formy BC,
charakteryzowaty si¢ obecnoscig genu Fhbl.

W 2019 roku dla poszerzenia zmienno$ci pszen-
zyta wykorzystano rowniez przeanalizowane pod
katem obecnosci genu Fhbl linie pszenzyta ozime-
go z genem (Fhbl), linie DH pszenzyta z gena-
mi odpornosci na rdz¢ brunatng oraz zoéita oraz
wysokoplonujace linie pszenzyta ozimego. Linie
stanowigce komponenty krzyzéwkowe. W wyniku
krzyzowan uzyskano 1407 ziarniakow.

Temat badawczy nr 3: Analiza zebranego mate-
riatu pod katem oceny odporno$ci na uszkodzenie
ziarniakow (typ odpornosci 3)

W lokalizacji Poznan stwierdzono niewiel-
kie porazenie ziarna ($rednio ponizej 3% FDK ).
W lokalizacji Radzikow $rednie porazenie byto
wyzsze 1 wyniosto okoto 5% FDK. U siedmiu geno-
typow pszenzyta odnotowano niewielkie (do 1%)
porazenie ziarna. Natomiast u 7 genotypoéw stwier-
dzono porazenie ziarna powyzej 5 %.

Obserwowano roéznice w warto$ciach para-
metréow struktury plonu dla genotypow pszenzyta
inokulowanego szczepami F culmorum. Srednio
redukcja masy ziarna z ktosa wyniosta 7,0%, licz-
by ziarniakow w ktosie okolo 5% a redukcja masy
tysigca ziarniakOw wyniosta $rednio ponizej 5%.
Redukcja parametréw struktury plonu korelowala
istotnie z indeksem fuzariozy klosow.

Najnizsza redukcje¢ plonu w potaczeniu
z niewielkim porazeniem klosa i uszkodzeniem
ziarniakdw odnotowano u 9 genotypow pszenzyta.

Temat badawczy nr 4: Analiza zawartosci
toksyn fuzaryjnych w ziarnie, kumulacja/degrada-
cja toksyn (typ odpornosci 5 )

Badano akumulacje¢ toksyn fuzaryjnych: deok-
syniwalenolu (DON) i pochodnych acetylowych,
niwalenolu (NIV) oraz zearalenonu (ZEN) w ziarnie
genotypOw pszenzyta ozimego po inokulacji trzema
szczepami F. culmorum. We wszystkich probach
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stwierdzono obecnos¢ DON i NIV. Brak bylo
pochodnej 15Ac-DON. Pochodna 3Ac-DON wyste-
powata w ilo$ciach $ladowych.

Zawartos¢ trichotecenow w ziarnie pszenzyta
byla niska i wynosita $rednio - DON 0,660 mg/kg,
NIV - 0,270 mg/kg, suma trichotecenow - 0,929
mg/kg.

Zawartos¢ trichotecendow w ziarnie pszenzyta
w Poznaniu byta kilkukrotnie wyzsza (1,584mg/kg)
niz w Radzikowie (0,274mg/kg) , natomiast zawar-
to$¢ zearalenonu byta bardzo niska i tylko w jedne;j
probie ziarna byta powyzej limitu detekcji .

Stwierdzono niska $rednio (3,13mg/kg) zawar-
tos¢ ergosterolu (miernika ilosci grzybni) w ziarnie
pszenzyta.

Porazenie klosa i porazenie ziarna korelowaly
istotnie z zawartoscig deoksyniwalenolu, niwale-
nolu i sumaryczng zawarto$cig trichotecenow B.
Najwyzsze wspotczynniki korelacji odnotowano
pomiedzy liczba porazonego ziarna a zawartoscia-
mi trichotecenow B w ziarnie.

Podsumowanie:

Analiza wieloczynnikowa pozwolita na identy-
fikacje 8 genotypdw taczacych odpornosci roznych
typow.
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Zadanie nr 13.

Stowa kluczowe: Crispr/Cas9, mutageneza, Triticale

W ramach tematu badawczego nr 1 prace
obejmowaty doswiadczenia nad transformacja
pszenzyta przy uzyciu konstruktow Crispr/Cas9
z sgRNA skierowanymi wobec 2 genow potencjal-
nie zwigzanych z porastaniem pszenzyta. Wyko-
nano transformacje roslin pszenzyta konstruktami
z sgRNAIA, sgRNAIB, sgRNA2A, sgRNA2B
1 sgRNAGA dla genéw PP2A i ABA8’OH, otrzy-
mano regeneracje roslin in vitro i uzyskano rosli-
ny pokolenia TO. Konstrukty Crispr/Cas9 roznity
sie sekwencjami sgRNA do indukowania muta-
cji W genomie pszenzyta oraz zastosowanymi
promotorami. Nawet w przypadku zastosowania
wszystkich znanych zasad projektowania sgRNA,
specyficznos¢ 1 aktywnos¢ tych czasteczek
w duzym stopniu nie jest przewidywalna, dlate-
go polecane jest zaprojektowanie kilku réznych
sekwencji sgRNA wobec genu, ktéry zamierza-
my edytowac i eksperymentalne sprawdzenie ich
skuteczno$ci. W wyniku transformacji okoto 100
niedojrzatych zarodkoéw pszenzyta na kombinacje
dla genéw PP2A i ABA8’OH, uzyskano 67 ro$lin
TO odpornych na czynnik selekcyjny fosfinotry-
cyng. Wyselekcjonowane ro$liny zostaly przesa-
dzone do szklarni w celu uzyskania pokolenia T1.

Rownolegle, w ramach tematu badawczego 2
sprawdzano efektywnos$ci réznego typu konstruk-
tow do wywolywania mutacji w komorkach

pszenzyta.

Przejsciowa ekspresja konstruktu w wyni-
ku transfekcji protoplastow z zastosowaniem
PEG, stanowi metode stosowang do testowania
konstruktow wykorzystywanych do mutagene-
zy miejscowo-specyficznej w roslinach (Cermak
i in., 2015; Liang i in., 2014; Shan i in., 2014;
Woo i in., 2015). Poszczegdlne typy wektorow
byly testowane w uktadzie ekspresji przejsciowe;j
na komorkach protoplastow pszenzyta. W przy-
padku niskiej wydajnosci transfekceji protoplastow
monitorowanej poprzez ekspresj¢ genu markero-
wego (GFP), alternatywna metoda sprawdzenia
konstruktow byta ich ocena poprzez mikrow-
strzeliwanie do tkanek jeczmienia (Budha-
gatapalli, 2016) i ocena ekspresji w systemie
transformacji przejsciowej roslin metoda strzel-
by genowej, we wspolpracy z IPK Gatersleben.
Analizy edytowanych sekwencji na poziomie
DNA potwierdzity wystapienie zmian typu dele-
cje w przewidywanych regionach genéow PP2A
1 ABA8’OH u pszenzyta. Potwierdzono znacza-
ce zwigkszenie efektywnosci edycji genow dzig-
ki zastosowaniu dodatkowych sekwencji Trex2
w  wektorach stosowanych do transformacji.
Generowane zmiany obserwowane w komorkach
protoplastow pszenzyta maja charakter delecji 3
do kilkunastonukleotydowych.
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Trzeci realizowany temat badawczy dotyczyt
detekcji zmian mutacyjnych, okreslenie rodzaju
i liczby zmian w poszczeg6lnych edytowanych loci
poprzez analizy DNA.

Wykrycie mutacji uzyskanych w wyniku
dziatania miejscowo-specyficznych nukleaz ozosta-
je wyzwaniem, szczegolnie u roslin poliploidalnych
(Wangiin., 2014; 2018). Efektywna metoda wykry-
wania mutacji jest szczegdlnie przydatna kiedy
spodziewamy si¢ niskiej wydajnosci w generowan-
iu mutacji lub kiedy badamy duzg populacj¢ (Liang
1in., 2018). Ze wzgledu na ograniczone mozliwosci
wykrycia zmian mutacyjnych typu SNP w roslinach
TO pszenzyta poprzez zastosowanie endonukleazy
T7 wykorzystano sekwencjonowanie NGS w celu
okreslenia typu i czgsto$ci zmian mutacyjnych dla
wybranych 19 roslin TO. Analiza sekwencji wyka-
zata 9 zmian mutacyjnych, najczesciej o charakter-
ze SNP lub delecji 1 lub 2 nukleotydowych o duzo
nizszym nasileniu niz w porownywanych probach
uzyskanych w wyniku transfekcji protoplastow
pszenzyta konstruktami zawierajacymi dodatkowy
element- eksonukleaze TREX2.
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Stowa kluczowe: dwarfism, triticale, wide crossing, yield components

Celem zadania 1 bylo uzyskanie mieszan-
cow wstecznych (BC)) w wyniku krzyzowania
ro$lin pokolenia BC, otrzymanych z krzyzowania
koziencow z pszenicg i pszenzytem oraz jedno-
krotnego krzyzowania z odmiang uprawna.

Wyniki:

Wszystkie  krzyzowane klosy poddane
byty ocenie pod katem liczby zawiaznych ziarnia-
kéw oraz wykastrowanych kwiatow. Na podstawie
tych danych obliczona zostata zdolnos¢ kombina-
cyjna poszczeg6lnych form wyrazona w%.

Dla kazdego mieszanca oddalonego obli-
czono zdolno$¢ kombinacyjng w krzyzowaniach
wstecznych z pszenzytem wg wzoru: liczba
zawigzanych ziarniakéw/liczba wykastrowanych
kwiatoéw*100. Zdolnos¢ kombinacyjna wahata
si¢ od 0% do 64% dla mieszancow oddalonych.

Obliczono réwniez zdolno$¢ kombinacyjng
dla wszystkich odmian i rodow pszenzyta, ktore

Zdolnos¢ kombinacyjna pszeniyta
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Rys. 1. Zdolno$¢ kombinacyjne odmian i rodow
pszenzyta w Krzyzowaniu z mieszancami oddalonymi
pszenzyta.

byly wykorzystywane w krzyzowaniu mieszan-
cow. Wahata si¢ ona od 13% dla odmiany Baltiko
do 3% dla Bokolo i Sorento (Rys. 1).

W ramach zadania obliczono réowniez zdol-
no$¢ kombinacyjng dla mieszancéw pokolenia
BC,. Wahata si¢ ona od 64% dla mieszanca (Leon-
tino x Ae78) x Baltiko do 0% dla mieszancow
(Ael56 x Tomko) x Tomko i (Tomko x Ae89) x
Meloman (Rys. 2).

Wnhioski:

1. Zdolno$¢ kombinacyjna mieszancw wstecz-
nychroznitasi¢ w zaleznosci od kombinacji.

2. Gatunki zrodzaju Aegilops, ze wzgledu
na mozliwos$¢ krzyzowania zaréwno z psze-
nica, jak 1z pszenzytem, stanowig cenne
zrodlo genetyczne mozliwe do wykorzysta-
nia w pracach majacych na celu poszerzenie
zmiennos$ci genetycznej tych zb6z na drodze
krzyzowan oddalonych.

Zdolnos¢ kombinacyjna mieszaricow BC,
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Rys.2. Zdolnos$¢ kombinacyjna dla mieszancéow oddalonych
pszenzyta w krzyzowaniu wstecznym.
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Celem zadania 2 byla analiza wysokosci oraz
podstawowych elementow plonu mieszancéw odda-
lonych z koziencami

Analiza  statystyczna  wysoko$ci  roslin
mieszancowych iform rodzicielskich wykaza-
fa, Zze forma kartowa 84A/1 byla istotnie nizsza
zardbwno od mieszancoéw jak i wysokiego kompo-
nentu rodzicielskiego. Mieszance mialy posrednig
wysoko$¢ istotnie nizsza od rodu 541 i istotnie
wyzszag odrodu 84A/1. Analiza dlugosci klosa
gléwnego wykazata, Ze klos kartowej formy byt
istotnie krotszy a nizeli ktos form mieszancowych
irodu wysokiego. Pod wzgledem dlugosci klosa
mieszancow iroslin formy 541 nie stwierdzono
statystycznie istotnych réznic. Wykazano nato-
miast, ze liczba kloskéw w klosie gldéwnym jest
istotnie wyzsza jedynie u form wysokich w poréw-
naniu z mieszancami i rodem karlowym. Najwyzsza
liczbg ziarniakow w ktosie mialy rosliny mieszan-
cowe. Liczba tabyta istotnie wyzsza od liczby
ziarniakow u matecznej formy 541. Nie roznita
si¢ natomiast od formy ojcowskiej. Mieszafice F,
charakteryzowaty si¢ ponadto masg ziarniakow
z ktosa, ktora byla istotnie wyzsza od obu form
rodzicielskich. Pod wzgledem zbitosci ktosa oraz
MTZ nie stwierdzono istotnych réznic pomigdzy
mieszancami a formami rodzicielskimi. Wykazano
natomiast, ze ptodnos$¢ ktoska w mieszancach byta
istotnie wyzsza w poréwnaniu z rodem 541.

Whnioski:

1. Formy mieszancowe wykazywaly istotnie
wyzszg mase ziarniakow z ktosa w porownaniu
do form rodzicielskich

2. Krzyzowanie nie powodowato redukcji ani
wzrostu MTZ w pokoleniu F,

3. Mieszance charakteryzowaly si¢ istotnie
wyzsza liczbg ziarnikow z ktosa glownego

Celem zadania 3 bylo zwigkszenie

wydajnosci uzyskiwania mieszancoOw miedzy-
rodzajowych pszenicy i pszenzyta z kozienca-
mi poprzez zastosowanie techniki ratowania
zarodkow.

Wyniki:

Do rozwoju w kulturach in vitro przekazano
10 zarodkow (Tab. 1). Pozostate ziarniaki zostaty
wysiane bezposrednio do ziemi. Sposrod wylozo-
nych 10 zarodkow uzyskano 5 rosélin Daje to wydaj-
no$¢ na poziomie 50%.

Whioski:
1. Zastosowanie techniki ratowania zarodkow

umozliwito zwickszenie wydajnosci uzyskiwa-

nia mieszancow migdzyrodzajowych

Cel zadania 4.

Celem tematu byla konwersja markerow
sprzgzonych z genem karfowatosci zmapowa-
nym na chromosomie 5R pszenzyta w populacji
CZR876/01xCZR891/01

Wyniki:

Sposrod rekordow uzyskanych dla testowanych
markeréw wybrano sekwencje XM 020326708.1
pochodzaca z Aegilops tauschii subsp. tauschii,
w obrebie ktorej algorytmy megablast oraz blastn
zidentyfikowaty cztery markery DArT (ryc. 1.).
W obrebie poczatkowej czesci sekwencji zlokalizo-
wano marker 3045942, w obrebie srodkowej czesci
sekwencji zlokalizowano trzy markery (3604723,
4344398 oraz 3610345), ktore byty skupione obok
siebie.

Do dalszej analizy wybrano markery 4344398,
3604723 oraz 3610345. W celu przedtuzenia ich
sekwencji zaprojektowano 3 pary starterow ampli-
fikujace fragmenty sekwencji, w obrebie ktorych
zidentyfikowano w/w markery DATT.

Na zelu agarozowym nie stwierdzono r6zni¢
w dlugosci produktow, dlatego amplikony

Tabela 1

Kombinacje krzyzéwkowe przekazane do Embryo Rescue.

Lp. | Kombinacja z pszenzytem L. zarodkow | L. roslin
1 (54xBokolo)/1 x Bokolo x Bokolo 1 0
2 (54xBokolo)/2 x Bokolo x Bokolo 1 0
3 (Ael25xLombardo)/1 x Lombardo x Lombardo 1 0
4 (Ael28xLombardo)/1 x Alzo x Lombardo 1 1
5 (Ae52xBaltiko)/1 x Baltiko x Baltiko 1 1
6 (Ae52xBaltiko)/4 x Baltiko x Baltiko 1 0
7 (LeontinoxAe78) x Baltiko x Baltiko 1 1
8 (TomkoxAe87)/3 x Tomko X Meloman 1 1
9 [(AlgosoxAel02) x Algoso]/1 x Leontino 1 0
10 [(MelomanxAe83) x Sekret]/1 x Sorento 1 1
10 5
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poddano sekwencjonowaniu w celu identyfika-
cji potencjanych SNP.

Przeanalizowano w nast¢pnej kolejnosci zesta-
wienia wielosekwencyjne wygenerowane przez
program ClustalOmega pochodzace z poréwnania
sekwencji uzyskanych dla form rodzicielskich (niski
x wysoki) przy pomocy zaprojektowanych par star-
teréw. Przeprowadzono analize¢ kazdego z otrzyma-
nych zestawien w celu identyfikacji potencjalnych
miejsc pozwalajacych odrézni¢c form¢ wyso-
ka od niskiej. Ze szczegdlnym uwzglednieniem
przeanalizowano nukleotydy zdegenerowane
(kod TUPAC). Nie znaleziono miejsc jednoznacz-
nie r6éznigcych forme niskg od wysokiej. Wykryte
réznice na poczatkach analizowanych zestawien
uznano za bledy powstate podczas sekwencjonowa-
nia.

W celu ujawnienia potencjalnych btedow
sekwencjonowania, ktére moglyby masko-
waé SNP odrézniajace forme niska od wysokiej

zestawiono razem trzy sekwencje wygenerowane
dla formy niskiej, trzy sekwencje wygenerowane
dla formy wysokiej oraz wszystkie sze$¢ sekwen-

cji. Pozwolilo to na zidentyfikowanie dwoch
potencjalnych SNP w obrgbie analizowanych
sekwencji.

Whioski:

1. Uzyskane markery DArT sprzezone z cechg
znajduja si¢ w obrgbie sekwencji oznaczonej
Aegilops tauschii subsp. tauschii receptor-like
protein 12 (LOC109767969), transcript variant
X2.

2. Amplifikacja PCR z wykorzystaniem staretrow
specyficznych dla sekwencji markeréw sprze-
zonych zcecha karlowatosci nie wykazata
roznic w dtugosci produktow.

3. Uzyskane SNP roznicujace badane sekwen-
cje moga wskazywaé na potencjalne roznice
specyficzne dla analizowanych form réznia-
cych sie wysokoscia.
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Stowa kluczowe: DATT, heterozja, markery DNA, pszenzyto, zréznicowanie genetyczne

Konwersja wybranych markerow DArTseq
na markery sekwencyjnie specyficzne.

Celem tematu badawczego w roku 2019 byta
konwersja na markery specyficzne wybranych
markerow DArTseq, zlokalizowanych na chro-
mosomach, ktore okazaty si¢ na wczesniejszych
etapach realizacji projektu w najwigkszym stop-
niu przydatne w wyborze genotypow do krzyzo-
wan 1 predykcji wystapienia heteroz;ji.

Na podstawie dotychczas uzyskanych wyni-
koéw analizy markerowej do dalszych prac wyty-
powano chromosomy 5A i 2B dla ktérych w roku
2018 uzyskano najwyzsze wartosci wspotczynni-
kow MPH i BPH — odpowiednio 129% 1 111% dla
chromosomu 5A oraz 105% 1 75% dla chromo-
somu 2B. W kolejnym etapie sposrod markeréw
DArTseq zlokalizowanych na wybranych chro-
mosomach wyselekcjonowano po 10, przyjmujac
zatozenie aby ich rozmieszczenie na chromoso-
mie byto rownomierne. Wybrane markery zapre-
zentowano w tabeli 1.

W kolejnym etapie dla kazdego z uzyska-
nych markeréw zaprojektowano sekwencje
specyficznych oligonukleotydoéw, pozwalajacych
na wydtuzenie sekwencji markerowej w obie stro-
ny, z wykorzystaniem sekwencjonowania Sange-
ra. Uzyskane w ten sposdb sekwencje stanowity
matryce do projektowania sekwencyjnie specy-
ficznych  oligonukleotydow  pozwalajacych
na amplifikacj¢ sekwencji markerowej. Uzyskane

w wyniku konwersji markery poddawano walida-

cji. W przypadku gdy zaprojektowane oligonu-

kleotydy nie dawaly oczekiwanego rezultatu

1 wystepowata amplifikacja niespecyficzna, doko-

nywano ponownego projektowania primerow

i ponownej walidacji ich specyficznosci. W ten

sposob opracowano dla kazdego z wyselekcjono-

wanych chromosomoéw po 5 par oligonukleoty-
dow pozwalajacych na specyficzna amplifikacje
wybranych sekwencji markerowych.

Wnioski:

1. W wyniku przeprowadzonych prac zaprojek-
towano specyficzne oligonukleotydy pozwala-
jaca na specyficzng amplifikacje fragmentow
genomu, gdzie zlokalizowane byly markery
DArTseq uzyteczne w predykcji wystapinia
zjawiska heterozji u pszenzyta. Opracowane
markery molekularne muszg zosta¢ poddane
walidacji na szerszej puli materiatu roslinne-
go. W przypadku potwierdzenia ich przydat-
nosci stanowi¢ moga warto$ciowe narzedzie
w selekceji materiatow hodowlanych pszenzyta
w kierunku zwigkszenia prawdopodobienstwa
wystgpienia efektu heterozji w pokoleniu F .

Krzyzowanie wybranych genotypow, ocena
mieszancow F, i oszacowanie efektu heterozji.

Celem tematu badawczego w roku 2019
byto uzyskanie drugiej serii mieszaficow F,
na drodze krzyzowania ze soba genotypow
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charakteryzujacych si¢ najwigkszym zroznico-
waniem genetycznym, oszacowanym na podsta-
wie analizy markerow DNA zlokalizowanych
na poszczeg6élnych chromosomach pszenzyta, dla
potwierdzenia poprawnosci identyfikacji marke-
row pozwalajacych na najskuteczniejsza predykcje
wystapienia efektu heterozji.

W wyniku realizacji zadania uzyskano ziarniaki
mieszaficowe F, dla 21 kombinacji krzyzowkowych
wykonanych wedlug uprzednio opracowanego
schematu. List¢ uzyskanych kombinacji przedsta-
wiono w tabeli 2. Po osiagnieciu dojrzatosci peinej
zebrano ziarniaki mieszancowe z przeznaczeniem
do wysiewu na sezon wegetacyjny 2019/2020.

Whioski:

Celem zadania w roku 2019 bylto uzyskanie ziar-
niakow mieszancowych i ich wysiew w warunkach
doswiadczenia polowego z zatozeniem oszacowa-
nia efektu heterozji w pokoleniu F . Podjete prace
umozliwity uzyskanie kombinacji krzyzéwkowych
zgodnie z zatozeniami przyjetymi w projekcie.
Whnioskowanie na podstawie uzyskanych wynikow
mozliwe bedzie po uzyskaniu w roku 2020 konco-
wych rezultatow oceny plonowania form rodziciel-
skich i mieszancowych.

Tabela 2

Kombinacje krzyzowkowe uzyskane w wyniku reali-

zacji zadania 2 w roku 2019.

Lp. | Chromosom | Kombinacja krzyzéwkowa

1 1A BOH_2207-3 x DC 0706416
2 1B DL 678/12 x DANKO 12

3 IR c¢D 175/08 x DS _4211/11

4 2A L203 x DL 643/09

5 2B B210 x DANKO 11

6 2R DL 593/07 x DD_333/09

7 3A CT 10240-48 x LAD_6/07

8 3B MAH 34985-5 x DS 4043/13
9 3R DT 270/11 x BOH_1439-5
10 4A MAHD 35081-7 x DL_402/11
11 4B BOH 1439-8 x MAHD 35188-16
12 4R MAH 34964-2 x CT 08006/12
13 S5A DL 26/13 x BOH_2039-2

14 5B DC_07063/03 x DS_4211/11
15 5R CT 08006/12 x L207

16 6A BOH _1684-2 x LAD 21/11

17 6B DC 082204 x DANKO 8

18 6R B263 x CT 10104-74

19 TA BOH_2039-2 x CT 08221/08
20 7B B47 x DL_593/11

21 7R DC 07004-4 x DD 293/11

Tabela 1

Markery DArTseq zlokalizowane na chromosomach 5A oraz 2B wyselekcjonowane do dalszych projektowania markerow

sekwencyjnie specyficznych.

Lp. | Chromosom | Marker DArTseq | Sekwencja

1 8515582 TGCAGCAGCGACAGCCGCGGGAGCCCG

2 4218038 TGCAGATGGGTGGTGGGGAGTAGCGGTTGCGGTATCCG

3 4560236 TGCAGCTTCTCCGTGTTGGGCGCCTCTTCGTCTTCGCCGCCG

4 8523773 TGCAGGAAGCGGAGCTGGTGGGCGGCAGCCG

5 10497547 TGCAGCAGCCGACCACGGCCATGCTCGAGAAGCTCGTCTCCG

6 i 4205409 TGCAGCGTGCACCGCTGTTGGCAGTCACCATCTGTGATCTGGAGAGCCG

7 4342189 TGCAGTCTCACCTTGCCGCCTGTGAACCGCCCCG

8 8539016 TGCAGATCGTTCCTCAGCGTCGCAGCCACCAGCGACGCCCCG

9 10501598 TGCAGGTGGGAGGCGCAATGGGAGGCCGACACGCGCCCCCCCTCACCCCCG
10 14476136 TGCAGGCTGGATACATGCATGTGGACACAGCCACGGCCACAGCTCCCCG

11 8517354 TGCAGGGCACGGTGCGGCAGGTCCCG

12 16357840 TGCAGCTGAGCTCGGTCATGCCG

13 3616542 TGCAGACCTGGGGTGAGGAACTGCCAGACGATGTAATTATCCG

14 4346951 TGCAGCAGGACGTTGTGGCTACGGATGTAAGCCCCG

15 4572122 TGCAGAGAGAGGAACAAGGCCCGCGGAGGAGGGGGCTTCAGTCTCCG

16 - 4341697 TGCAGCAGGCAGCCGCGGGAGGCCGAGGCCG

17 8518632 TGCAGAAAATAGCATACGCGCGGCCACCATGGCTACCAGGGCGATGCACCG
18 4360372 TGCAGAATCGCCAGATTGGAGCCCG

19 4557699 TGCAGCCATGGCAAAGTAAGGTGACTGCTGCTGCCCG

20 4354962 TGCAGCTCCCATCGCCGACGACCG
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Wspotdziatanie odpornosci na mgczniaka (Blumeria

graminis f.sp. hordei) warunkowanej genem
mlo z wartoscig cech gospodarczych jeczmienia

ozimego.

Interaction between powdery mildew (Blumeria graminis f.sp. hordei) resistance
determined by mlo gene and economical value characteristics in winter barley
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr decyzji HOR.hn.802.3.2019,

Zadanie nr 27.

Stowa Kluczowe: Blumeria graminis f.sp. hordei, odporno$¢, mlo, jgczmien ozimy, maczniak prawdziwy

Hodowla odporno$ciowa to jeden z gtownych
elementow IPM (Lamichhane i in., 2018). Stra-
ty w plonie jeczmienia jarego i ozimego powo-
dowane przez maczniaka prawdziwego si¢gaja
30%. Dla jeczmienia jarego zidentyfikowano
wiele genow odpornosci (Piechota i in., 2019).
Recesywny gen mlo warunkuje odpornos¢ form
jarych jeczmienia na wszystkie znane dotychczas
patotypy Blumeria graminis f.sp. hordei, sprawcy
maczniaka prawdziwego (Czembor i in., 2016a).
Brak jest komercyjnych odmian jeczmienia
ozimego, ktorych odporno$¢ na maczniaka praw-
dziwego jest warunkowana tym genem (Czem-
bor i in. 2016b). Do badan w prowadzonych
w ramach Zadania wykorzystano linie jeczmienia
ozimego: 6-rzegdowa BKH 5735 oraz 2-rzedowa:
RAH 22, jako donory odpornosci na maczniaka
warunkowanej genem mlo pochodzacym z form
jarych. Jako biorcow genu mlo wykorzystano
dwie 2-rzgdowe i dwie 6-rzgdowe elitarne odmia-
ny jeczmienia ozimego zarejestrowane w Polsce,
o wysokiej wartosci cech gospodarczych, lecz
podatne na patotypy maczniaka prawdziwego
wirulentne w stosunku do genow Ml St, 1-B-53
iinnych gendow obecnych w nowszych odmianach
jeczmienia jarego i ozimego.

Cele szczegdtowe realizowane w roku 2019
to: (1) charakterystyka wielosrodowiskowa
w szkotee polowe;j z linii F BC, z uwzglgdnieniem
przezimowania, odpornosci na choroby i innych
cech fizjologicznych (2) Ocena pokolenia F.BC,

w doswiadczeniach poletkowych z uwzgled-
nieniem potencjatu plonowania, odpornosci
na choroby i innych cech morfologicznych i fizjo-
logicznych

W warunkach polowych oceniono wielosro-
dowiskowo 200 linii wyprowadzonych z siewek
pojedynczych ro$lin nalezacych do 4 populacji
mieszancowych o genotypie mlomlo pokolenia
F, BC, jgczmienia ozimego (po okofo 50 linii
na populacje). Homozygotyczno$é genotypu
mlomlo okre$lona zostata testem fitopatologicz-
nym i markerami molekularnymi w roku poprzed-
nim. Populacje uzyskano na drodze krzyzowan
prostych a nastgpnie wstecznych. W kazdej
z populacji jedna z form rodzicielskich byla
donorem genu mlo (forma sze$ciorzgdowa BKH
735 oraz dwurzedowa linia 42). W okresie jesien-
nym 2018 roku zatozono do§wiadczenia wielosro-
dowiskowe. Uktad do$wiadczen: do$§wiadczenie
1-powtorzeniowe; poletka 1-rzadkowe; co 10
poletko odmiany wzorcowe — odpowiednio
odmiany rodzicielskie dla poszczegolnych kombi-
nacji mieszancowych: BKH 735, Souleyka, Titus,
L42, SU Vireni, Metaxa. Liczba wysianych ziaren
w rzedzie — 10. W okresie wegetacji kontynuowa-
no oceny rozpoczete w okresie jesiennym: stan
roslin przed zima (1) oraz po zimie (2), odporno$é
na choroby: maczniak prawdziwy (3), rdza karlo-
wa (4), zotta kartfowato$¢ jeczmienia (5), ryncho-
sporioza (6), oznaczony zostanie termin kloszenia
(7) oraz wysokos$¢ roslin (8) (zgodnie z metodyka
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COBORU).

Dodatkowo, materialty badane w warunkach
polowych ponownie wiaczono do testu fitopato-
logicznego w warunkach kontrolowanych — zaka-
zenia sztuczne izolatem maczniaka prawdziwego
(Bgh 19-70 13-11-2019) wirulentnym w stosunku
do genu warunkujacego odpornos¢ na maczniaka
w genotypie, do ktorego wprowadzany jest gen mlo.

Stan roslin przed zima i wiosng wszystkich
badanych linii oceniono jako dobry (oceny w zakre-
sie 8 — 9). Linie byly natomiast podatne lub bardzo
podatne na rdz¢ kartlowa (duze zrznicowanie stwier-
dzono w Radzikowie i Szelejewie). W Wiatrowie
porazenie Puccinia hordei byto niskie. Srednio,
podobnie jak w 2018 roku linie pokolenia F, BC,
nalezace do populacji (Titus x BKH 735) x Titus
byly w mniejszym stopniu porazone rdzg karlowa
w stosunku do pozostatych populacji. W Zadnej
z lokalizacji nie stwierdzono duzego nasilenia zottej
kartowato$ci jeczmienia i maczniakiem prawdzi-
wym (jednak mozna byto wydzieli¢ grupg obiektow
ktore oceniono na 6). Stwierdzono, ze dla wezesno-
$ci réznice pomiedzy liniami wynosity ok. 10 dni
w obrebie kazdej populacji. Srednio w Radziko-
wie rosliny byly nizsze niz w Szelejewie, a rdznice
w obrebie populacji wynosity od 10 cm do 20 cm.
Stwierdzono bardzo duzy zakres zmiennos$ci dla
potencjalnego plonowania

Do doswiadczen poletkowych wiaczono 16
linii F.BC, / F BC, jeczmienia ozimego, 0 genomie
mlomlo okres§lonym w ocenie fenotypowej i mole-
kularnej - odpowiednio testem fitopatologicznym
i markerami molekularnymi (wytypowane z grupy
35 linii na podstawie charakterystyki potencjatu
plonowania w doswiadczeniu poletkowym prowa-
dzonym w jednej lokalizacji — Radzikowie: 9 linii
6-rzedowych i 7 2-rzgdowych).

W okresie wegetacji wykonano oceny (w skali
stosowanej w COBORU): stan ro$lin przed zima (1)
oraz po zimie (2), porazenie przez choroby: macz-
niak prawdziwy (3), rdza kartowa (4), zotta kartowa-
to$¢ jeczmienia (5), rynchosporioza (6), oznaczony
zostanie termin ktoszenia (7),wysoko$¢ roslin 8)
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oraz plon (9). Na podstawie analiz statystycznych
wykonanych za pomoca programu ADOWBLOK
-(TP) wykazano istotne zréznicowanie pomigdzy
badanymi liniami w obrebie kazdej populacji, oraz
wskazano linie charakteryzujace si¢ wyzsza warto-
$cig pod wzgledem wybranej cechy od wzorca. Pod
wzgledem potencjatu plonowania linie byty zblizo-
ne do wzorcow.

Nalezy podkresli¢ fakt, ze kilkuletnia selekcja
populacji mieszancowych pod wzgledem waznych
gospodarczo cech, wielosrodowiskowo w warun-
kach polowych oraz selekcja na maczniaka praw-
dziwego w warunkach kontrolowanych oraz
wspomaganie tego procesu metodami molekular-
nymi umozliwia poszerzenie puli genowej jeczmie-
nia ozimego i uzyskanie materialow wyjsciowych
do hodowli nowych odmian odpornych na wazne
pod wzgledem gospodarczym choroby i o wyso-
kiej plenno$ci. (Czembor i in., 2016a, 2016b).
Linie, ktore zostaty wytypowane do dalszych badan
na podstawie ocen odpornosci na wazne gospodar-
czo choroby oraz plonowania nasiennego ocenione
na poziomie odmian wzorcowych lub by¢ wlaczone
réwniez do programow hodowlanych.

Literatura

Czembor, J. H., Czembor, P. Cz., Doraczynska, O., Pietrusin-
ska, A., Radecka-Janusik, M. (2016)a. Wprowadzenie
genu mlo do genomu j¢czmienia ozimego. Progress in
Plant Protection 56 (3): 379-387.

Czembor, J. H., Pietrusinska, A., Czembor, H. (2016)b. Odpor-
nos¢ na maczniaka prawdziwego zbdz i traw (Blumeria
graminis f.sp. hordei) odmian jeczmienia wiaczonych
do badan rejestrowych w Polsce w roku 2013. Biul. IHAR
280: 3—12.

Lamichhane, J.R., Arseniuk, E., Boonekamp, P., Czembor,
J.H. 1 in. (2018). Advocating a need for suitable breeding
approaches to boost integrated pest management: a Euro-
pean perspective. Pest Management Science 74:1219-1227

Piechota, U., Czembor, P., Slowacki, P., Czembor, J.H. (2019).
Identifying a novel powdery mildew resistance gene in
a barley landrace from Morocco. J. Appl. Genet. 60:
243-254.


http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=C2SKUpvNhbezK9KMqPu&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&daisIds=918400
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=C2SKUpvNhbezK9KMqPu&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&daisIds=1520119
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=C2SKUpvNhbezK9KMqPu&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&daisIds=2819891
http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=C2SKUpvNhbezK9KMqPu&page=1&doc=4
http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=C2SKUpvNhbezK9KMqPu&page=1&doc=4
http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=C2SKUpvNhbezK9KMqPu&page=1&doc=4
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=C2SKUpvNhbezK9KMqPu&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&daisIds=15501920
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=C2SKUpvNhbezK9KMqPu&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&daisIds=5171218
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=C2SKUpvNhbezK9KMqPu&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&daisIds=32072393
http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=C2SKUpvNhbezK9KMqPu&page=1&doc=1
http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=C2SKUpvNhbezK9KMqPu&page=1&doc=1
file:///C:/Users/Aleksandra%20Pindor/Desktop/WYDAWNICTWO/2.%20Wydawnictwo/3.%20Biuletyn%20Instytutu%20Hodowli%20Aklimatyzacji%20Ro%c5%9blin/2020/289%20PB%20Wydanie%20specjalne/Wydanie%20sp.%20komunikaty%20PB%202019/Do%20obr%c3%b3bki/javascript:;

BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI | AKLIMATYZACJI ROSLIN Nr 291 (1) / 2020: 59-62
E-ISSN: 2657-8913

1A H

Molekularna charakterystyka wptywu elementow
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nr 89.

Stowa kluczowe: jeczmien, kultury tkankowe, MSTD, retrotranspozony, transpozony DNA

Roslinne kultury tkankowe sg srodowiskiem
stresogennym, mogacym by¢ zrodtem zmien-
nosci indukowanej w kulturach in vitro (Mach-
czynska i in. 2015, Ortowska i in. 2016) oraz
zmienno$ci stabilnie dziedziczonej w kolejnych
cyklach generatywnych (Han i in. 2018). Zmien-
nos$¢ ta na poziomie DNA moze by¢ wynikiem
zmian w jego metylacji lub sekwencji, te ostatnie
moga by¢ powodowane np. aktywacja elemen-
tow mobilnych, ktére w warunkach stresu moga
ulega¢ migracji (Hirochika i in. 1995). Elementy
mobilne (EM) to fragmenty DNA, ktore posiada-
ja zdolnos¢ przemieszczania si¢ w genomie, gdy
w wyniku czynnikow biotycznych lub abiotycz-
nych zajda procesy umozliwiajace ich aktywacje.
Takim czynnikiem moze by¢ demetylacja DNA,
zachodzaca podczas regeneracji roslin w kultu-
rach in vitro. U zb6z zidentyfikowano wiele EM
a ich klasyfikacja jest ztozona. Dane literaturowe
sugeruja, ze nie wszystkie EM zidentyfikowane
w genomie rosliny musza by¢ zawsze aktywne
(Ishizaki 1 in. 2005). Wydaje sie¢, ze aktywacja,
niektorych nadrodzin moze zaleze¢ od rodzaju
stresu, jakiemu poddawane sg ro$liny.

Znanych jest wiele technik markerowych
do analizy zmiennosci genetycznej i metylacyj-
nej, wsrdd nich sg takie jak MSAP czy metA-
FLP, a niektore z nich np. IRAP, REMAP, SSAP
czy MSTD umozliwiaja badanie aktywnosci
EM. Metoda zaproponowang w tym zadaniu
jest wariant MSTD (Methyl-Sensitive Transpo-
son Display) oparty na technice metAFLP. Taka
kompilacja metod pozwoli na powigzanie zjawisk

dotyczacych zmiany metylacji DNA z aktywno-
$cig poszczegolnych nadrodzin EM w warunkach
regeneracji roslin w kulturach in vitro. Celem
catego zadania jest badanie poziomu zmiennos$ci
indukowanej in vitro oraz dziedziczonej w cyklu
generatywnym bedacej wynikiem aktywacji EM,
nastepnie okreslenie, jakie nadrodziny EM moga
by¢ aktywne u jeczmienia, jako rosliny mode-
lowej, oraz zbadanie, w jakim stopniu zmia-
ny powodowane migracjg poszczegoélnych EM
$3 powigzane ze zmianami metylacji genomowe-
go DNA zachodzacymi podczas regeneracji roslin
metoda kultur in vitro.

W roku sprawozdawczym 2019 zaplanowano
do wykonania cztery tematy badawcze z nastgpu-
jacymi celami:

— Zliczanie autoradiogramow, przygotowanie
matryc zerojedynkowych i okreslenie pozio-
mu zmian genetycznych oraz metylacyjnych
dla DNA regenerantéw jeczmienia.

— Uzyskanie genomowego DNA z potomstwa
generatywnego regenerantOw  jeczmienia
do analiz technikami RP-HPLC oraz MSTD.

— Oszacowanie poziomu globalnej metylacji
DNA dla 90 roslin potomnych regenerantow
jeczmienia przy uzyciu techniki RP-HPLC.

— Przygotowanie preparatéw DNA z potom-
stwa generatywnego regenerantdw do analiz
technika MSTD oraz wstgpne sprawdzenie
preparatow.

Wykonano rozdziaty MSTD dla 80 regener-
antoOw jeczmienia, oraz dla odpowiadajacych im
ro$lin donorowych (4 rosliny) w dwoch uktadach
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enzymow restrykeyjnych — Acc651/Msel (A) 1 Kpnl/
Msel (K) wykorzystujac 10 par selektywnych starte-
row. Amplifikowano w sumie 384 fragmenty DNA
(od 24 do 68) w obydwu uktadach enzymow restryk-
cyjnych, srednio kazda para starteréw powielata 38
fragmentow. Dla uktadu enzymoéw restrykcyjnych
Kpnl/Msel uzyskano 209 polimorficznych fragmen-
tow DNA odpowiadajgcych zmianom w sekwencji
DNA, za$ dla Acc651/Msel — 211, te dane odzwier-
ciedlajg zardbwno zmiany w sekwencji jak i metyla-
cji DNA. Réznice wynikajace z zestawienia ze sobg
profili uzyskiwanych dla Kpnl/Msel i Acc651/Msel
skutkowaly wyekstrahowaniem informacji doty-
czacych tylko zmian w metylacji DNA. Poziom
polimorfizmu okres$lony jako procent polimorficz-
nych loci (%P) wynosit 27,02% dla uktadu enzy-
moéw Kpnl/Msel oraz 33,72% dla uktadu enzymow
Acc651/Msel.

Analiza skupien oparta na danych moleku-
larnych odnoszacych sie zaréwno do wynikow
uzyskanych z cigcia DNA enzymami Kpnl/Msel
jak 1 Acc651/Msel wykazata grupowanie si¢ danych
ze wzgledu na pochodzenie regenerantow (skupia-
nie si¢ regenerantow pochodzacych od jednej rosli-
ny donorowej). W przypadku danych dla uktadu
enzymow Acc651/Msel rosliny donorowe JDH70
1 JDH72 tworzyty jedng grupe, zas JDH68 i JDH69
nie byly razem zgrupowane, natomiast byty umiej-
scowione w jednej grupie ze swoimi regenerantami
(rys. 1). Podobny uktad grupowania danych obser-
wowano dla wynikow uzyskanych z cigcia DNA
enzymami Kpnl/Msel.

Bazujac na danych molekularnych okreslo-
no calkowity poziomu zmienno$ci indukowanej
w kulturze in vitro (TTCIV), dla danych odnosza-
cych si¢ do retrotranspozondw oraz transpozondéw
DNA. Wartosci te wynosily odpowiednio 39% dla
transpozonow DNA oraz ok. 14% dla retrotranspo-
zonow. ANOVA wykazala istotne réznice migdzy
w/w typami elementéw mobilnych. Ponadto anali-
za danych wykonana w obrgbie typow elemen-
tow mobilnych wykazata istotne réznice miedzy
poszczegbdlnymi  charakterystykami ~ metAFLP.
Wsrod charakterystyk metAFLP dla obydwu typow
elementow mobilnych najwyzsze wartosci odnoto-
wano dla zmienno$ci sekwencyjnej (SV), natomiast
zmiany odnoszace si¢ do metylacji DNA byty czte-
rokrotnie nizsze. Zaréwno dla retrotranspozonoéw
jak i transpozonéw DNA zaobserwowano przewage
demetylacji (DMV) nad zdarzeniami odnoszacymi
si¢ do metylacji de novo (DNMYV) (tab. 1).

Pozyskano DNA z 90 roslin potomnych rege-
nerantdw jeczmienia genotypu 2dh/8. Jako$c
DNA wyizolowanego z lisci sprawdzono w zelu
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agarozowym. Uzyskano preparaty DNA o odpo-
wiedniej czystosci 1 integralnosci do dalszych prac
badawczych.

Zbadano poziom globalnej metylacji DNA
u 90 roslin bedacych generatywnym potomstwem
regenerantow uzyskanych na drodze androgenezy
z czterech r6znych roslin donorowych (D68, D69,
D70, D72). Analiza catkowitej metylacji cytydyny
(5mdC) genomowego DNA wykonana technika
RP-HPLC wykazata, ze $rednio okoto 20% cytydy-
ny ulegto metylacji.

Pozyskany DNA przygotowano odpowiednio
do analiz technikg MSTD. Wstepna faza analiz
molekularnych obejmowata rozdziaty elektrofo-
retyczne preparatow DNA z dwoma parami selek-
tywnych starteréw do reakcji PCR: BARE-1-5980/
CpG-GCA oraz BAGY-1-C2043/CpXPG-AGA.
W sumie amplifikowano 60 fragmentow DNA dla
badanych par starterow. Analiza danych bedzie
mozliwa po wykonaniu cato$ci tematu badawczego
w przysztym roku, gdy analizy zostang rozszerzone
o kilka kolejnych par starterow.

Metoda MSTD oparta na zatozeniach tech-
niki metAFLP pozwolila oszacowa¢ zmiany
genetyczne i epigenetyczne dla badanych regener-
antdw zwigzane z obecnoscig réznych elementow
mobilnych w genomie.

Badane typy elementow mobilnych roéznity si¢
migdzy sobg w ramach catkowitej zmiennos$ci indu-
kowanej in vitro, transpozony DNA wykazywaly
najwyzszy poziom polimorfizmu.

Zmiany sekwencyjne byly zdecydowanie
wyzsze niz zmiennos$¢ zwigzana z metylacjag DNA.

Podjete prace pozwolily na przygotowanie
preparatow DNA z potomstwa generatywnego rege-
nerantéw jeczmienia do analiz molekularnych.

Wykonana w temacie badawczym analiza
RP-HPLC okreslita poziom globalnej metylacji
DNA dla 90 roslin bedacych generatywnym potom-
stwem regenerantdw jeczmienia.

Wstepne analizy molekularne uzyskanych
preparatow DNA w oparciu o profile prazkow
DNA, pozwolity na sprawdzenie jako$ci uzyskiwa-
nych profili DNA w technice MSTD.

Wytypowano pary selektywnych starterow
do analiz przewidzianych w kolejnym roku realiza-
cji tematu.
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Tabela 1.

ANOVA oraz Srednie warto$ci charakterystyk metAFLP dla poszczegdélnych typow elementéw mobilnych. TTCIV-calko-
wita zmienno$¢ indukowana in vitro, SV-zmienno$¢é sekwencyjna, DMV-demetylacja, DNMV-de novo metylacja. Litery
oznaczaja grupowanie wykonane testem Tukeya. F-wartos¢ statystyki, p-prawdopodobienstwo.

Charakterystyki metAFLP

ANOVA TTCIV SV DMV DNMV
F 783,281 504,327 161,834 132,080
p 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Elementy mobilne

Retrotranspozony 14,592 7,37 1,68 1,32¢
Transpozony DNA 39,00° 20,41° 6,91° 4,86°
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Rysunek 1. Analiza aglomeracji (UPGMA) w oparciu o metod¢ Warda dla danych MSTD uzyskanych dla DNA cietego
enzymami Acc651/Msel dla roslin donorowych (JDH68, JDH69, JDH70, JDH72) oraz ich regenerantéow (oznaczenia 68-72
to DNA regenerantow pochodzacych z odpowiadajacych im numerami roslin donorowych).
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Wplyw stresu niedoboru wody na rozwdj
I architekture systemu korzeniowego u jeczmienia

(Hordeum vulgare L.)

Effects of drought on the development and architecture of barley root system

Anetta Kuczynska ™, Tadeusz Adamski, Maria Surma, Krzysztof
Mikotajczak, Piotr Ogrodowicz, Michat Kempa, Monika Mokrzycka,
Renata Trezciak, Renata Holewiniska, Alina Aniofa

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznan,

P4 e-mail: akuc@igr.poznan.pl, tel. 61 6550232

Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 27 lipca 2017 v.; Dz. U. 2017,

poz. 1470, Zadanie nr 106.

Slowa kluczowe: fenotypowanie, genotypowanie, obrazowanie korzeni, plonowanie, stres abiotyczny, susza,

wlasciwosci elektryczne systemu korzeniowego

Cel podjetego tematu i prowadzonych badan

System korzeniowy odgrywa kluczowa
role w pobieraniu wody i sktadnikow odzyw-
czych, a tym samym determinuje rozwoj calej
rosliny. Dobrze rozwinigty system korzeniowy
moze wplywa¢ na wzrost produktywnosci roslin
w zroznicowanych warunkach srodowiska. Z tego
wzgledu opracowanie nowych koncepcji analizo-
wania fenotypu korzeni i poznanie zmian w ich
architekturze w zmiennych warunkach $rodowi-
ska nabiera coraz wigkszego znaczenia.

Celem badan jest zbadanie wplywu niedoboru
wody na rozwoj i architekture systemu korzenio-
wego u jeczmienia. W tym celu wykorzystanych
zostanie 150 réznych form jeczmienia jarego,
to jest odmian, rodow lub linii o zrdéznicowa-
nym pochodzeniu, wybranych w porozumieniu
z firmami hodowlanymi. Dla zrealizowania zato-
zonego celu wykonane zostato m.in. zastosowa-
nie najnowszych technik obrazowania korzeni
w warunkach kontrolnych oraz w warunkach
deficytu wody na platformie do fenotypowania
ro$lin, a takze przeprowadzenie doswiadczenia
w warunkach polowych w celu okreslenia poten-
cjatu plonowania, zbadania rozwoju i architektu-
ry systemu korzeniowego badanych genotypow,
a takze ustalenia stosunku czesci nadziemnej
do czesci podziemne;j rosliny.

Opis wynikéw z dotychczasowych badan

(drugi rok trwania projektu)

W drugim roku trwania projektu przeprowa-
dzono doswiadczenia w warunkach polowych
w celu okreslenia potencjatu plonowania, zbada-
nia rozwoju i architektury systemu korzeniowe-
go, a takze ustalenia stosunku czesci podziemnej
do czesci nadziemnej rosliny wszystkich analizo-
wanych w projekcie genotypdw jeczmienia jare-
go. Doswiadczenie prowadzone bylo w oparciu
o informacje uzyskane w doswiadczeniu pilotazo-
wym, ktore zostalo przeprowadzone w roku 2018.
Poza metodyka manualnych obserwacji biome-
trycznych korzeni wykorzystane zostaty réwniez
mierniki pracujgce w oparciu o pomiar pojemnosci
elektrycznej (ang. electrical capacitance) umoz-
liwiajagce oceng¢ systemu korzeniowego in situ
w czterech fazach: krzewienia (T1), strzelania
w zdzbto (T2), ktoszenia (T3) i nalewania ziarna
(T4). Pojemnosci elektryczne wahaty si¢ granicach
dla T1: 1,34 (KWS Fabienne) — 98,67 (Basza),
T2: 34,00 (STH4.1105) — 141,00 (Basza), T3:
84,33 (KWS Vermont) — 252,33 (POB 9917/14)
oraz T4: 202,33 (DC 17-9) — 469,33 (Evelina).
Wartosci $rednie dla cech zwigzanych z syste-
mem korzeniowym oraz wartos$ci §rednie dla cech
zwiazanych z czg$cia nadziemna roslin wahaty sie
wprzedziatach:biomasacatkowita9,57 g(Olympic)
—40,80 g (Concerto), biomasa korzenia 0,53 g (DC
17-3)—4,44 g(Concerto), dtugos¢ korzenia 7,00 cm
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(DC17-3)—16,33 cm (KWS Vermont), liczba zdzbet
produktywnych 4,67 (Beatrix) — 17,00 (DC 17-1),
ogoblna liczba zdzbet 5,33 (POB 13085/14) — 21,33
(Conchita), wysokos¢ roslin 42,67 cm (Xanadu) —
63,00 cm (Concerto), $rednia dlugos¢ ktosa 5,00
cm (Xanadu) — 9,57 cm (Vendela), $rednia licz-
ba ziarna z ktosa 12,93 (Beatrix) — 22,37 (Soldo),
$rednia masa ziarna z ktosa 0,34 g (Maresi) — 1,20
g (Soldo), masa ziarna z rosliny 3,03 g (Beatrix)
— 16,28 g (Concerto) oraz masa tysigca ziaren
34,76 g (Maresi) — 53,88 g (STH1016). Dodatko-
wo ustalony zostat stosunek czgsci podziemnej
do czgséci nadziemnej (RS, %) jak rowniez specy-
ficzna dtugo$¢ korzenia (SRL, cm g'). Wartosci
RS wabhaty si¢ w przedziale 0,03% (DC 17-3) —
0,19% (Argento), natomiast warto$ci SRL wahaly
si¢ w przedziale 3,13 cm g' (DC 17-10) — 20,35
cm g' (MCam53). Jednoczes$nie przeprowadzono
takze ocen¢ ocena parametrow systemu korzenio-
wego 50 genotypOw poprzez zastosowanie najnow-
szych technik obrazowania korzeni w warunkach
kontrolnych oraz w warunkach deficytu wody
na platformie do fenotypowania roslin wyposazo-
nej w najnowsze urzadzenia stuzace do ciaglego,
nieinwazyjnego mierzenia parametrow korzeni.
W eksperymencie pilotazowym badane genotypy
jeczmienia jarego (Lubuski i CamB) r6znity sie pod
wzgledem takich cech jak dtugos¢ korzenia gtow-
nego oraz gestos¢ korzeni bocznych. W warunkach
kontrolnych Lubuski charakteryzowat si¢ wicksza
wartoscig dtugosci korzenia gtéwnego natomiast
odwrotna sytuacja zostatla zauwazona w warun-
kach stresowych (korzenie formy syryjskiej siegaty
glebiej w poszukiwaniu wody). Na podstawie prze-
prowadzonych badan wydaje si¢, iz CamB potrafi
lepiej eksploatowac¢ zasoby wodne w warunkach
niedoboru wody, podczas gdy takie zasoby wodne
pozostaja niedostepne dla formy europejskie;.
W eksperymencie gtownym zarejestrowano z kolei
niewielki przyrost korzeni bocznych w warunkach
kontrolnych, co jest zgodne ze zjawiskiem ostabie-
nia rozwoju przyrostu tego typu korzeni w warun-
kach glebowych o wysokim stopniu nawodnienia.
W przypadku genotypu Class zanotowano dhugos¢
korzenia w warunkach kontrolnych wynoszaca
59 cm. Natomiast w warunkach stresowych dla tej
odmiany zarejestrowano warto$¢ dtugosci korzenia
gléwnego wynoszacg 77 cm.

Whioski z dotychczasowych badan (pierwszy
rok trwania projektu)

Dowiedziono, ze wzrost i rozwdj systemu
korzeniowego nastepuje szybciej w przypadku
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zmieniajacych si¢ czynnikéow $rodowiskowych
w poroéwnaniu do zmian w rozwoju czesci nadziem-
nych rosliny (Nagel iin. 2006). Korzenie wielu
gatunkow roslin potrafia tatwo adaptowac sig
do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiskowych.
Co wigcej, morfologia oraz tempo rozwoju roznig
si¢ nie tylko pomiedzy poszczegoélnymi gatunka-
mi, ale réwniez w obregbie jednego gatunku (Falik
iin., 2012). Dlatego tez stosowanie wysokoprze-
pustowych, nieinwazyjnych metod fenotypowania
w badaniach korzeni jest dzisiaj kluczowym narze-
dziem w kontekscie reakcji roslin na suszg (Wasaya
i1in., 2018). W warunkach niedoboru wody obser-
wuje si¢ zmniejszenie dtugosci korzenia (Asseng
iin. 1998), srednicy korzenia (Munoz-Romero i in.
2010) oraz gestosci systemu korzeniowego (Schwe-
iger iin 2009). Dobre wartosci cech zwigzane
z systemem korzeniowym czgsto majg odzwiercie-
dlenie w wigkszym plonie ziarna, a fakt ten znalazt
potwierdzenie w przedstawionych wynikach badan
W badaniach prowadzonych przez Akmana (2017)
wykazano, ze jedna znajwazniejszych cech tole-
rancji na susze¢ jest stosunek biomasy korzenia
do biomasy cz¢éci nadziemnej ro$liny. Glebo-
ko zakorzenione odmiany mogg wchtania¢ wodg
i sktadniki odzywcze z glebokiej gleby, podczas gdy
woda gruntowa w ptytkich warstwach gleby ulega
szybkiemu wyczerpaniu w czasie uprawy. Wigksza
liczba drobnych korzeni w glebokich warstwach
gleby moze dodatkowo pomoc w pobraniu wody
i sktadnikow odzywczych. Jednym z efektow suszy
dotyczacych zboz jest wzrost stosunku korzeni
do pedow. W doswiadczeniach przedstawionych
przez Motzo iin. (1992) RS badanych odmian
pszenicy wzrdst $rednio o 37% w stadium krze-
wienia w warunkach niedoboru wody. Niezwykle
istotnym jest fakt, ze RS jest elastyczna i zalezna
od srodowiska cechg korzeni. Inng czesto bada-
ng cechg zwigzang z systemem korzeniowych jest
specyficzna dlugos$¢ korzenia. Rosliny o wysokim
SRL moga pobiera¢ wode i sktadniki odzywcze
w wickszych ilosciach na jednostke suchej masy
(Pérez-Harguindeguy iin. 2013). Zatem genoty-
py o wyzszych warto$ciach RS oraz SRL moga
potencjalnie by¢ lepiej przystosowane i efek-
tywniej wzrasta¢ w warunkach stresu jakim jest
niedobor wody. Wiedza na temat réznic w morfo-
logii systemu korzeniowego jeczmienia jarego
moze postuzy¢ do selekcji odmian o korzystnych
cechach korzeni oraz zdolnych efektywniej pobie-
ra¢ wode 1isktadniki odzywcze, co w rezultacie
moze by¢ uzyteczne dla firm hodowli roslin.
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Haploidyzacja zyta — diagnostyka molekularna

oraz wptyw nanomolekut na wspomaganie indukcji

regeneracji roslin w warunkach in vitro

Haploidization of the rye — the molecular diagnostics and the influence of
nanomolecules on supporting the induction and regeneration of plants in in vitro

conditions

Sylwia Mikotajczyk “!, Agnieszka Tomkowiak, Dorota Weigt,

Jan Bocianowski, Zbigniew Broda

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii, Katedra Genetyki i Hodowli Roslin,
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi, HOR.hn.802.9.2019, Zadanie nr 86.

Stowa kluczowe: androgeneza, , ISSR, kultury pylnikow, RAPD, SERC, SNACI

Temat Badawczy 1:

Ocena przydatnosci wyselekcjonowanych
markerow RAPD i ISSR do selekcji form o
podwyzszonej zdolnosci do androgenezy oraz
analiza ekspresji 2 wybranych genow: SERC i
SNACI.

Ze wzgledu na szereg problemow zwigzanych
z indukcja haploidéw zyta konieczne jest rozpo-
znanie podloza molekularnego procesu androge-
nezy w polaczeniu z poszukiwaniem markerow
molekularnych powigzanych ze zdolnoscia do
androgenezy zyta w aspekcie genetycznego
uwarunkowania tej cechy.

Za odpowiedz w kulturach tkankowych zyta
(TCR tissue culture responce) odpowiadaja geny
SERK (SERK — Somatic Embryogenesis Recep-
tor-like Kinase). Geny SERK zostaty uznane jako
markery molekularne dla procesu embriogenezy
somatycznej. Zwigzek genéw SERK z embrioge-
nezg somatyczng zostal opisany u wielu gatunkow
migdzy innymi Dactylis glomerata, Arabidopsis
thaliana, Medicago truncatula (Somleva i in.,
2000; Hecht i in., 2001). Poziom ekspresji genow
SERK wydaje si¢ by¢ kluczowym czynnikiem
w roznicowaniu si¢ komorek i oddzialywaniu
auksyn na indukcje embriogenezy somatycznej
(Santos i1 Aragdo, 2009).

Kolejnym analizowanym genem byl gen
SNACI, ktéory odpowiada za reakcje na stres
abiotyczny indukowany przez ABA (Taka-
saki 1 in., 2015). Geny z rodziny czynnikéw

transkrypcyjnych NAC odgrywaja kluczowa rolg
w regulacji transkrypcji powigzanej z odpowie-
dzig ro$lin na czynniki stresowe o charakterze
abiotycznym i biotycznym (Nuruzzaman i in.,
2013).

Celem tematu badawczego 1 byla ocena poli-
morfizmu DNA za pomocg markeréw RAPD i
ISSR oraz poszukiwanie markerow DNA powia-
zanych z efektywnoscig indukcji androgenezy i
regeneracji roslin zielonych w kulturach pylni-
kéw 16 genotypow zyta dla selekcji genotypow
o wysokiej podatnosci na haploidyzacj¢ oraz
analiza ekspresji genow SERK i SNACI technikg
RT-PCR w aspekcie oceny ich przydatnosci do
selekcji form o wysokiej embriogennosci mikro-
spor i poszukiwania form zyta o wysokiej embrio-
genno$ci mikrospor i pylnikow.

Wyniki:

Genotypy zyta (16 genotypoéw bedacych
materiatami hodowlanymi o zrdéznicowanym
pochodzeniu) poddane indukcji androgenezy w
kulturze pylnikéw stanowitly material roslinny
do analizy polimorfizmu DNA z zastosowaniem
markerow RAPD i ISSR oraz analizy ekspre-
sji genéw SERK i SNACI. Do analizy polimor-
fizmu DNA technikg RAPD i ISSR zastosowano
40 starteréow nukleotydowych, ktore wybrano na
podstawie literatury i badan wilasnych.

Z przetestowanych 40 starterow oligonu-
kleotydowych otrzymano polimorfizm prazko-
wy, ktory pozwolil na okreslenie podobienstwa
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genetycznego pomiedzy badanymi 16 obiekta-
mi zyta. Podobienstwo genetyczne badanych 16
obiektow zyta za pomoca techniki RAPD miesci-
o sie w zakresie od 74,4% pomiedzy genotypami
S1321/18 1 S1322/18 do 27,5% pomigdzy genoty-
pami S1128/18 1 PHR3/19. Podobne wartos$ci podo-
bienstwa genetycznego (GS) otrzymano technika
ISSR pomigdzy badanymi materiatami hodowlany-
mi zyta wyniosto od 78% dla genotypow PHR3/19 i
PHRS5/19 do 23% dla S1128/18 1 S1278/18.

Na podstawie analizy produktéw otrzymanych
w reakcji ze starterami specyficznymi dla genow
SERK i SNACI stwierdzono obecno$¢ pojedyn-
czych produktéw polimorficznych niejednoznacz-
nie réznicujacych 16 badanych obiektow zyta. Na
podstawie analizy ekspresji gendéw SERK i SNACI
wykazano, ze najwyzszy S$redni wzrost poziomu
ekspresji badanych genéw stwierdzono po 2 i 7
dniach traktowania ktosow temperaturg 4°C, nato-
miast po 14 dniach traktowania ktos6w niskg tempe-
raturg poziom ekspresji 2 badanych gendow spadat.

Wnhioski:

W wyniku przetestowania 40 starterow (20
losowych 10 nukleotydowych dla RAPD i 20 o
wybranej znanej sekwencji powtarzalnej nukleoty-
dow dla ISSR) stwierdzono, ze w reakcjach ISSR
otrzymywano wyzszg liczbg produktow, a wyniki
analiz byty bardziej powtarzalne.

Napodstawie analizy produktow otrzymanych w
reakcji ze starterami specyficznymi dla genu SERK
i SNACI stwierdzono, wystgpowanie nielicznych
produktéw polimorficznych, ktory uniemozliwit
jednoznaczne zréznicowanie badanych obiektow
zyta stad zdecydowano o analizie poziomu ekspre-
sji w/w gendéw dla wybranych genotypow.

Przeprowadzona analiza ekspresji genow SERK
— genu okreslanego jako marker embriogenezy
somatycznej i genu SNACI — odpowiadajacego za
reakcje na stres abiotyczny wykazata, ze najsil-
niejsza reakcja w postaci zmiany ekspresji bada-
nych gendéw wystepuje po traktowaniu klosow zyta
temperaturg 4°C przez 2 i 7 dni w poréwnaniu z
kontrolg. Otrzymane wyniki moga wskazywac, ze
optymalnym czasem stosowania stresu termiczne-
go jest chtodzenie ktosow zyta przez 2 1 7 dni gdyz
wtedy najsilniej zmienia si¢ ekspresja badanych
genow.

Temat badawczy 2

Testowanie pozywek o najwyzszej zdolnosci do
indukcji androgenezy z dodatkiem nanomolekut Cu
i Zn w kulturze pylnikéw i izolowanych mikrospor
zyta.

W pracach dotyczacych kultur pylnikow i
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izolowanych mikrospor ryzu i jeczmienia podkre-
slana jest konieczno$¢ poszukiwania nowych
rozwigzan metodycznych niezbednych dla prze-
lamania braku zdolnosci regeneracyjnych u tzw.
»opornych genotypoéw” (Silva, 2010; Cistue 1 in.,
1999). W temacie badawczym dotyczacym dosko-
nalenia metod haploidyzacji zyta w kulturach pylni-
koéw przetestowano wpltyw traktowania wstepnego
ktoséw i pylnikow temperaturg 4°C oraz dodatku
jonéw Zn i Cu na indukcje androgenezy i regenera-
cje roslin haploidalnych zyta.

Stres termiczny wywotywany przez traktowa-
nie kloséw zyta temperaturg 4°C jest niezbedny
do zmiany rozwoju gametofitycznego mikrospor
na sporofityczny. Badania nad androgeneza zyta
wskazuja, ze najczesciej stosowanym czasem trak-
towania klosow temperatura 4°C jest 14 do 21 dni
w chlodni (Immonen i Tenhola-Roininen, 2003;
Immonen 1 Anttila, 1998; Tenhola-Roininen 1 in.,
2005; Ma i in., 2004). Immonen i Tenhola-Roininen
(2003) podaja, ze bardzo oporne genotypy moga
wymagaé¢ dhuzszego stresu niskiej temperatury,
nawet powyzej 28 dni.

Celem tematu badawczego 2 byta ocena wptywu
zoptymalizowanego traktowania wstepnego ktosow
zyta (temperatura 4°C) oraz dodatku do pozywki
C17 jonéw Zn i Cu na indukcje androgenezy i rege-
neracj¢ ros$lin w kulturach pylnikéw i izolowanych
mikrospor zyta.

Wyniki

Kultury pylnikowe zaktadano w 2 warian-
tach traktowania wstgpnego ktosow (14 i 21 dni
w temperaturze 4°C), a pylniki zyta wyktadano
na pozywke C17 zawierajaca mieszanine auksyn
(2,4-D i dikamby w proporcji 1 : 1 — kontrola) oraz
pozywke C17 kontrolng z dodatkiem Zn i Cu.

W trakcie realizacji tematu badawczego 2
wytozono 43.200 pylnikow z 480 kloséw z 16
genotypdw zyta wyprowadzonych w ramach ustug
badawczych, z ktérych otrzymano 1372 kalusy
mikrosporowe i 10 roslin zielonych. Srednia efek-
tywno$¢ androgenezy na 100 wytozonych pylnikow
dla 16 badanych genotypoéw zyta, wynosita 3,18%,
a efektywnos¢ regeneracji roslin  0,03% w stosun-
ku do liczby wylozonych pylnikow, natomiast
odsetek konwersji struktur kalusowych w rosliny
zielone wynosit 0,73%. Najwyzsza liczbe pylnikow
tworzacych struktury androgeniczne zaobserwo-
wano dla genotypu PHR5/19 — 153 kalusy mikro-
sporowe na pozywce z dodatkiem Zn po 21 dniach
chtodzenia ktoséw, dlatego wybrano w/w geno-
typ do zaktadania kultur izolowanych mikrospor.
Genotyp PHRS5/19 zregenerowat takze najwyzsza
liczbe ro$lin zielonych — 8 (2 rosliny na pozywce
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kontrolnej C17 i po 3 rosliny zielone na pozywce z
dodatkiem Zn i Cu).

Whioski

Traktowanie $cigtych kltosow zyta temperaturg
4°C przez 21 dni byto najefektywniejsze dla induk-
cji androgenezy w kulturze pylnikoéw na pozywce
C17 z dodatkiem Zn.

Na podstawie oceny efektywno$ci indukcji
androgenezy i regeneracji ro$lin w kulturach pylni-
kow 16 genotypow zyta stwierdzono, ze traktowanie
pylnikow temperaturg 4°C przez 21 dni wptyneto
pozytywnie na analizowane parametry androgene-
zy dla badanych 16 genotypow zyta, ktore tworzyty
struktury androgeniczne z wyzszg efektywnos$cig na
3 kombinacjach pozywki C17 (kontrola, dodatek Zn
i Cu).
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr decyzji HOR.hn.802.3.2019,

Zadanie nr 21.

Stowa kluczowe: CMS Pampa, markery silicoDArT/DArTseq, Secale cereale L.

Hodowla heterozyjna oraz produkcja nasion
zyta bazuje na zjawisku cytoplazmatycznej
meskiej sterylnosci (CMS) indukowanej przez
cytoplazme typu Pampa (Geiger i Schnell, 1970).
Sterylnos¢ jest cecha dziedziczona od linii matecz-
nych z CMS Pampa i charakteryzuje si¢ degrada-
cja pylnikéw oraz brakiem lub wystepowaniem
sladowych ilosci pylku. Aby przywroci¢ wytwa-
rzanie pytku w uzyskanych hybrydach niezbgdne
jest znalezienie linii posiadajacych dominujace,
jadrowe geny przywracania plodnosci Rf (ang.
restorer genes). Dotychczasowe badania prowa-
dzone w Niemczech wykazaly, ze gtowny gen
Rf u linii restorerowej zyta L18 lokalizuje si¢
na chromosomie 1RS, a trzy geny o stabszym
efekcie dzialania na chromosomach 3RL, 4RL
i SR (Miedaner i in., 2000). Inny dominujacy gen
Rf wykryto na chromosomie 4RL u zyta odmia-
ny Pico Gentario i prymitywnego zyta iranskiego
IRAN IX (Miedaner i in., 2000).

Celem zadania jest opracowanie markerdéw
DNA silnie sprzezonych lub/i asocjowanych
zmozliwie jak najszerszym spektrum genow przy-
wracania ptodnosci pytku u zyta z CMS Pampa
wystepujacych w obregbie badanych populacji RIL
oraz okreslenie wktadu tych genéw do zmienno-
Sci fenotypowe;.

W roku 2019 zadanie nr 21 bylo realizowane
w ramach 2 tematéw badawczych:

Temat badawczy 1: Markerowanie genetycz-
ne linii rekombinacyjnych (DArT).

Cel podjetego tematu i prowadzonych badan:

Uzyskanie markerow DNA umozliwiajacych
opracowanie mapy genetycznej dla populacji
mapujacej RIL8 (S 64/04/01): S 305N/00 x SO
37R/05).

Wyniki:

W wyniku profilowania DNA populacji RILS
(S 64/04/01): S 305N/00 x SO 37R/05) uzyska-
no 36000 markerow DArTseq (marker SNP, ang.
Single Nucleotide Polymorphism) oraz 128000
silicoDArT (marker dominujacy). Wykorzystanie
kontroli wewngetrznych oraz powtorzen umozli-
wilo weryfikacje powtarzalno$ci genotypowania,
ktore wynosito okoto 99%. Roznice wynikaty
gtéwnie ze sporadycznego wystepowania braku-
jacych danych.

Wnhioski z prowadzonych badan:
1. Metoda DArT umozliwita identyfikacj¢ duzej

liczby powtarzalnych markerow DArTseq

i silicoDArT w obrebie analizowanej populacji

RILS (S 64/04/01): S 305N/00 x SO 37R/05).
2. Zastosowanie powtorzen i kontroli umoz-

liwito wyeliminowanie niejednoznaczno-

$ci przy okreslaniu pochodzenia niektorych

markerow. Natomiast kontrole wewngtrze

wykazaty, ze metoda DArTseq jest technolo-

gia bardzo wiarygodna.
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Temat badawczy 2: Identyfikacja markerow
cechy (mapowanie genetyczne/mapowanie asocja-
cyjne).

Cel podjetego tematu i prowadzonych badan:

Opracowanie zaggszczonej mapy genetycznej
oraz mapowanie gendéw przywracania ptodnosci
pyiku.

Wyniki:

Na podstawie wynikow segregacji marke-
row DArTseq i silicoDArT dla populacji RILS
(S 64/04/01): S 305N/00 x SO 37R/05) opracowano
mape genetyczng sktadajaca si¢ z 7 grup sprzgzen
odpowiadajacych poszczegdlnym chromosomom
zyta (1R-7R). Na mapie umieszczono 643 marke-
ry szkieletowe, 2418 redundantne (3061 tacznie
dla wszystkich chromosoméw) oraz 1245 marke-
réow dodanych (interpolowanych na mape). Otrzy-
mana mapa genetyczna pokrywa 1070.5 cM, a jej
zageszczenie wynosi od 1.52 markera/cM dla chro-
mosomu 1R do 2.25 markera/cM dla chromosomu
4R. Na pojedynczy chromosom przypada $rednio
92 markery szkieletowe, 345 markeréw redundant-
nych i 1779 markerow dodanych.

Mapowanie QTL z wykorzystaniem metody
regresji liniowej (SMA, ang. Single Marker Anal-
ysis), ztozonego (CIM, ang. Composite Interval
Mapping) i wielokrotnego (MIM, ang. Multiple
Interval Mapping) mapowania interwatowego
wykazato, ze QTL przywracania ptodnosci pytku
u zyta z CMS Pampa lokalizuje si¢ w cze¢sci dystal-
nej dhugiego ramienia chromosomu 4R. Wykres
funkcji LOD dla wymienionych metod pokazuje,
ze osigga ona warto$¢ maksymalng na poziomie
okoto 30.0 przy wyznaczonej krytycznej wartosci
ustalonej na podstawie testu permutacji (p=1000)
rownej 3.3. Identyfikowany QTL charakteryzuje si¢
addytywnym sposobem dzialania oraz odziedziczal-
nos$cig na poziomie ponad 50%. W obszarze QTL
lokalizujg si¢ cztery markery silicoDArT oddalone
0 0.01 - 3.5 cM od maksymalnej wartosci funkcji
LOD. Metody CIM oraz MIM wykazaty, ze w obre-
bie badanej populacji moze wystepowac stabszy
QTL zlokalizowany na chromosomie 5R w pozycji
49.7 cM mapy sprzezeniowej. QTL na chromoso-
mie SR charakteryzuje si¢ efektem addytywnym
oraz niska odziedziczalno$cia.

Mapowanie asocjacyjne umozliwito iden-
tyfikacje 176 markerow DArTseq i silicoDArT
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asocjowanych z genami przywracania ptodno-
$ci pytku u zyta z CMS Pampa. Dodatkowo dla
37 z nich identyfikowano lgcznie 650 marke-
row redundantnych. Stopien asocjacji  okre-
slany za pomocg wspoélczynnika determinacji
(R2) wynosit od 0.163 do 0.583 co s$wiadczy-
fo o silnych asocjacjach tych markerow z cecha.
Markery o najwyzszych warto$ciach asocjacji
lokalizowaty si¢ na chromosomie 4R.

Analiza bioinformatyczna sekwencji markeréw
DNA wystepujacych w obrgbie QTL przywraca-
nia ptodnosci pytku oraz markeréw o najwyzszych
wspotczynnikach asocjacji z cecha wykazala,
ze przynajmniej czg$¢ z sekwencji markerowych
jest homologiczna do sekwencji genéw. Funk-
cja tych genow oraz ich ewentualne powigza-
nie ze zjawiskiem CMS wymaga potwierdzenia
w dalszych analizach.

Whioski z prowadzonych badan:

— Zidentyfikowano jeden silny QTL przywra-
cania ptodnosci pytku u zyta z CMS Pampa
wystepujacy w obrebie chromosomu 4R oraz
staby QTL na chromosomie 5R.

— QTL identyfikowany na chromosomie 4R
charakteryzuje si¢ wysokim stopniem odzie-
dziczalnosci.

— Metoda ztozonego i wielokrotnego mapowania
interwatowego oraz mapowania asocjacyjnego
identyfikuja identyczne markery szkieletowe
wykazujace silne sprzgzenie/asocjacje z bada-
ng cecha.

— Pomigdzy markerami identyfikowanymi CIM
znajduje si¢ 202 markery dodane, ktore rowniez
moga okaza¢ si¢ uzyteczne w selekcji wspartej
markerami molekularnymi.

— Markery asocjowane z cechg ze wzgledu
na wysoki poziom wspotczynnika determinacji
moga stanowi¢ dodatkowe zrodlo markerow
w selekcji materiatdbw niosgcych gen przywra-
cania ptodnosci pytku u zyta.
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji

roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr HOR.hn.802.12.2019, Zadanie nr 87.

Stowa kluczowe: efekt heterozji, odmiany populacyjne i mieszancowe, populacje syntetyczne, zyto

Idea nadrzedna prowadzonych badan jest
poznanie struktury genetycznej populacji zyta
reprezentowanych przez tradycyjne odmiany
populacyjne, populacje syntetyczne i odmia-
ny mieszancowe. Dodatkowo planowane jest
podjecie prob utworzenia zestawu linii introgre-
syjnych, ktére moga przyczyni¢ si¢ do lepszego
poznania genetycznych mechanizméw ksztat-
tujacych cechy uzytkowe o zlozonym dzie-
dziczeniu. W 2019 roku prowadzono prace
badawcze inspirowane nastgpujacymi celami:

— Ocena zmienno$ci genetycznej wystepujacej
w obrebie sze$ciu populacji syntetycznych
oraz ocena fenotypowa serii mieszancow
liniowo-populacyjnych

— Ocena wartos$ci gospodarczej sze$ciu popula-
cji syntetycznych o zroznicowanej strukturze
genetycznej

— Tworzenie zestawu linii introgresyjnych
1 wstepna ocena ich zréznicowania genetycz-
nego
Analiza DArTseq wykonana na genoty-

pach linii rodzicielskich i losowo wybranych

46-47 ro$linach kazdej z szesciu badanych

populacji  syntetycznych dostarczyta danych

0o 99097 markerach SilicoDArT. Dane wyko-

rzystano do oceny podobienstwa genetycz-

nego. Uzupehlieniem analiz DArTseq byly
wyniki otrzymane metodg PCR. Oceniono

polimorfizm migdzy liniami rodzicielskimi przy
zastosowaniu20markerow PCRoznanejlokalizacji
chromosomowej. Wyniki oceny genetycznej czte-
rech linii rodzicielskich wskazuja, ze wartosci
wspotczynnikow podobienstwa migdzy kazda
para byly na zblizonym poziomie i miescily si¢
w granicach od 0,67 do 0,73. W analizach obejmu-
jacych populacje syntetyczne najwyzszy poziom
heterozygotycznosci (ponad 31%) odnotowano
w populacji SYN4. W pozostatych populacjach
warto$ci te byty o okoto 10% nizsze.

Ocena fenotypowa mieszancow migdzy czte-
rema liniami hodowlanymi, a pojedynczymi rosli-
nami z odmian populacyjnych zyta (mieszancow
liniowo-populacyjnych) zostata wykonana dla 82
obiektow doswiadczalnych. Wsréd nich byty 4
linie rodzicielskie (petnigce jednoczes$nie role
wzorcow przy okreslaniu efektu heterozji) oraz
78 mieszancow. Pierwsza z ocenionych cech
to termin poczatku kwitnienia ro$liny, ktory
okreslano liczbg dni od 1 maja. Rosliny zakwi-
taly na przetomie maja i czerwca 2019. Zakwita-
nie ros$lin w obrebie tego samego genotypu byto
wzglednie rownomiernie o czym $wiadcza rela-
tywnie niskie wspotczynniki zmiennosci. Hete-
rozja roslin mieszancowych zasadniczo objawiata
sigwczesniejszymkwitnieniem, ale w kilku kombi-
nacjach krzyzowania zaobserwowano opdznienie
terminu zakwitania. Wysokosc¢ roslin byta mocno
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zroznicowana. Generalnie wszystkie mieszance
F1 byly wysokie, znaczaco wyzsze niz mateczne
linie wsobne. W obrebie pojedynczych genotypow
zmienno$¢ fenotypowa najczesciej nie byta duza
1 warto$ci wspolczynnika zmiennosci w nielicz-
nych przypadkach przekraczaly 10%. Krzewienie
ogolne 1 produkcyjne charakteryzowato si¢ bardzo
duza zmiennoscia losowa w do$wiadczeniu. Sred-
nia dlugo$¢ klosa badanych obiektow doswiad-
czenia mie$cila si¢ w granicach od niespetna 8 cm
do ponad 12 cm. Przektadato si¢ to na ponad 50%
wzrost dlugosci klosa mieszancow wzgledem
wyjsciowej linii matecznej. Zmiennos¢ fenotypo-
wa w obrebie genetycznie tozsamych obiektow
byta na ogdét niewielka (wspoétczynniki zmienno$ci
ponizej 10%). Liczba kloskow w klosie byla scisle
zwigzana z dtugoscia klosa. Zawigzywanie ziaren
u mieszancéw bylo wyraznie lepsze niz u linii
rodzicielskich. Jeszcze wigksze réznice migdzy
mieszancami, a matecznymi liniami wsobnymi byty
widoczne przy ocenie masy ziaren w ktosie.
Plonowanie szesciu populacji syntetycznych
wraz z odmianami wzorcowymi (2 mieszance
i jedna populacja) badano w do$wiadczeniu polo-
wym zatozonym w trzech powtdrzeniach w dwoch
lokalizacjach (Wiatrowo 1 Nagradowice). Dwie
wzorcowe odmiany mieszancowe plonowaly najle-
piej ze wszystkich obiektow w dos§wiadczeniu. Ich
przewaga nad pozostalymi obiektami do§wiadczal-
nymi byta wyrazna w obu lokalizacjach, a stabilnos¢
plonowania potwierdzaja warto$ci wspdtczynni-
kéw zmienno$ci nieprzekraczajace 11%. Wzor-
cowa odmiana populacyjna plonowata wyraznie
gorzej od mieszancow, ale lepiej od wszystkich
szesciu badanych populacji syntetycznych. Najle-
piej plonujace syntetyki to SYN4, SYNS5 i SYN2.
Ich plony wykazywaly duzg zmienno$¢ w zalez-
nosci od srodowiska — wspdlczynniki zmienno$ci
we wszystkich trzech przypadkach przekraczaly
20%. Najstabiej plonujgcym obiektem doswiad-
czenia byt syntetyk SYN3. Jego plon byt o ponad
potowe mniejszy niz plony dwoch wzorcowych
odmian mieszancowych. Badane populacje synte-
tyczne charakteryzowaly si¢ S$redniag wysokos$cia
w granicach od 127 do 132 cm. Nie odbiegaty pod
tym wzgledem znaczaco od dwoch wzorcowych
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odmian mieszancowych ($rednio ok. 127 cm wyso-
kosci). Najwyzszg odmiang byla populacja wzor-
cowa, ktorej wysokos$¢ byta o ok. 10 cm wieksza
niz pozostatych badanych obiektow doswiadcze-
nia. Wysoko$¢ roslin badanych genotypow byta
poréwnywalna w réznych warunkach $rodowiska
(odnotowano wzglednie niskie wartosci wspotczyn-
nikdw zmiennos$ci). Roznice w wysokosci roslin nie
miaty wigkszego znaczenia dla poziomu wylegania.

Sposrod istotnych chorob zyta zaobserwowano

tylko obecno$¢ rdzy brunatnej. Maczniak nie poja-
wil si¢ w zadnej lokalizacji.

W 2019 roku pracami badawczymi objetych
zostato 90 genotypow S3 stanowigcych wyjscio-
wy zestaw do wytworzenia dwoch zestawow linii
introgresyjnych (InA i InB). Z roslin kazdej linii
pobrano fragmenty lisci do analiz genetycznych.
Wyizolowano z nich DNA metoda CTAB, a nastep-
nie zlecono wykonanie analiz molekularnych tech-
nika DArTseq. Dodatkowo, badane obiekty objeto
analizami PCR z uzyciem 20 markeréw o znanej
lokalizacji chromosomowej. Na podstawie wyni-
kow analiz molekularnych oceniono zréznicowanie
genetyczne mi¢dzy tworzonymi liniami.

Wnhioski:

— Zroznicowanie genetyczne linii hodowlanych
uzytych do tworzenia populacji syntetycznych
nie bylo zwigzane z reprezentowang przez nie
pula genetyczna

— W populacjach syntetycznych udzial roslin
powstatych na skutek samozapylenia linii
rodzicielskich byt znikomy i nie mogt znacza-
co wptywac na warto$¢ uzytkowa syntetykow

— Wszystkie wytworzone populacje syntetycz-
ne plonowaty stabo w poréwnaniu do odmian
wzorcowych.

— Tworzone dwa zestawy introgresyjnych linii
wsobnych zyta w pokoleniu B3S4 charaktery-
Zuja si¢ obnizong czestotliwoscia heterozygot.

— Zestaw linii InA zawiera w wigkszoSci genoty-
py wykazujace duze podobienstwo do wyjscio-
wej linii rodzicielskiej

— Zestaw linii InB zawiera genotypy o umiar-
kowanym podobienstwie do wyjsciowej linii
rodzicielskiej (wskazane jest wykonanie dodat-
kowych krzyzowan wstecznych).
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Stowa kluczowe: androgeneza, in vitro, mikrospory, podwojone haploidy, regeneracja, zyto

Celem zadania jest: okreslenie wptywu zasto-
sowanych stresdw przeprogramowania mikrospor
i warunkow kultury (rodzaj pozywki) na induko-
wanie androgenezy, jako$ciowa (rosliny zielone
i albinotyczne) i ilosciowa regeneracje roslin oraz
okreslenie alternatywnego do kolchicyny sposo-
bu podwajania liczby chromosoméw wsrod otrzy-
manych regenerantow.

Zadanie obejmowato 4 zagadnienia:

1. Sprawdzenie skutecznosci stresow pozytyw-
nie korelujacych z regeneracja podwojonych
haploidow. Celem badan byta ocena regene-
racji roslin drogg androgenezy u 15 geno-
typodw, w wyniku zastosowania 2 rodzajow
stresu w 2 poziomach.

Wyniki uzyskane w roku biezacym pokazuja,
ze opracowana metoda zaindukowania androge-
nezy daje pozytywny efekt dla wickszosci geno-
typdéw, chociaz tworzenie embriogennej tkanki
kalusowej nie zawsze przektada si¢ na uzyskiwa-
nie zielonych regenerantow. Tylko z potowy bada-
nych genotypow udato si¢ zregenerowac zielone
rosliny w ilosci kilkudziesieciu sztuk. Wydaje sig,
ze przyczyna takiego stanu rzeczy jest po pierwsze
zaleznos$¢ genotypowa, o czym wiadomo z publi-
kacji, ktore ukazywaly si¢ na przestrzeni wielu
lat. W przypadku niektorych gatunkow jednoli-
sciennych badaczom udato si¢ znalez¢ modelo-
wy genotyp. Dla kupkowki (Dactylis glomerata
L. Conger iin., 1989) jest to odm. Potomac, dla
jeczmienia - odm. Igri (Hoekstra i in., 1992 ), dla
pszenzyta - odm. Bogo (Oleszczuk iin. 2004).
W wyniku prowadzonych przez nas prac udato
si¢ wyselekcjonowac takie modelowe genotypy

zyta, ktore pozwalaja na testowanie czynnikow
determinujacych androgeneze. Dzi¢ki znalezieniu
modelowego genotypu zyta dalsze badania nad
kulturami in vitro moga by¢ tatwiejsze i dawac
bardziej powtarzalne wyniki. Wyraznie istotnym
czynnikiem indukowania androgenezy byt prze-
dtuzony okres chlodzenia klosow: dla kombi-
nacji stresowej zuzyciem prekultury pylnikow
w mannitolu do dwoch tygodni, a w przypadku
stosowania samego chtodzenia do trzech tygo-
dni. Poziom regeneracji roslin zielonych pozwa-
la sadzi¢, ze mamy do czynienia ze zjawiskiem
kumulowania si¢ zdolnosci do androgenezy
w niektorych genotypach .

2. Zbadanie wplywu czynnikow stresowych
isktadu pozywek nazjawisko albinizmu
regenerantow. Celem prac bylo okreslenie
mozliwosci ograniczenia zjawiska albinizmu
poprzez dobor stresu inicjujacego androgene-
z¢ oraz modyfikacje sktadu pozywek zasto-
sowanych na etapie indukcji procesu.

Wytypowano genotypy o wysokim potencja-
le regeneracyjnym. Poziom albinizmu wahat si¢
w granicach od 0do 90%, w zalezno$ci od rodzaju
zastosowanego stresu 1ipozywki. Uzyskane
dane wskazuja na to, ze poprzez dobor odpo-
wiednich warunkow kultury in vitro, zwlaszcza
rodzaju stresu przeprogramowania mikrospor,
mozliwa jest redukcja poziomu albinizmu.
Wydaje sie, ze najlepszym stresem, w kontek-
$cie zminimalizowania tego zjawiska jest chto-
dzenie klosow w temperaturze 4°C przez okres
14 dni, a nastepnie inkubowanie wyizolowanych
pylnikdw w roztworze mannitolu przez kolejne
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7 dni, w temperaturze 4°C. Proby ograniczenia
albinizmu poprzez dodawanie tiosiarczanu srebra
do pozywki (Wiirschum 1iwsp. 2015), jak tez
indukowania androgenezy na pozywce KBP
(Kumlehn i in. 2006) nie przyniosty oczekiwanych
rezultatow.

3. Zbadanie wptywu ustalonego stresu, warun-
kow kultury 1 systemu podwajania liczby chro-
mosoméw na liczbe regenerowanych zielonych
roslin. Celem prac bylo sprawdzenie wplywu
wybranych warunkow stresu i kultury in vitro
na liczbe zregenerowanych zielonych ro$lin
i efektywno$¢ podwojenia liczby chromoso-
mow.

Potomstwo regenerantow od wczesnych etapow
wzrostu wykazywalo niejednakowa intensywnosc¢
rozkrzewiania. W obrebie jednej kombinacji geno-
typowej niewielkie roznice w budowie morfo-
logicznej najlepiej mozna bylo zaobserwowac
poczawszy od fazy strzelania w zdzbto. Dla wigk-
szo$ci linii dlugos$¢ kolejnych faz rozwojowych,
do fazy pelej dojrzatosci, nie odbiegata od czasu
trwania poszczegolnych faz rozwojowych, charak-
terystycznych dla typowego zyta ozimego. Spowol-
niony wzrost i niski wigor dotyczyt 5% ocenianych
linii. Obserwowano rozpieto$¢ w liczbie wytworzo-
nych pedow (od 1 do 10), dhugosci zdzbta (od 53
cm do 85 cm) oraz dlugosci ktosow. Ktosy rozni-
ly si¢ rowniez ksztaltem, zbitoscig i ustawieniem
w stosunku do zdZbta. Wszystkie rosliny wytworzy-
ly ktosy i wykazaly czeSciowa ptodnos¢. Efektyw-
no$¢ zawigzywania ziarniakow wynosita 20-70%.
Liczba nasion w ktosie byla wyzsza w przypadku
obcozapylenia, a ziarniaki byly w tym przypadku
wigksze i lepiej wypelnione. Pierwsze pokolenie
wytworzonych droga androgenezy linii zyta charak-
teryzowato si¢ duzg r6znorodnoscig morfologiczna,
ktérg trudno bylo odnies¢ do konkretnego stresu
oraz genotypu. Zmienno$¢ wsrdd uzyskanych linii
pochodzacych  z heterozygotycznego materiatu
wynikata z odmiennos$ci kazdej komoérki haploidal-
nej, co przektadato si¢ na powstawanie regenera-
tow o unikalnej kombinacji gendow, a tym samym
odmiennych fenotypie niz rosliny rodzicielskie.
Poza tym wystepowanie zjawiska zmienno$ci soma-
klonalnej i gametoklonalnej w kulturach tkanko-
wych zwigksza szanse na dodatkowe zr6znicowane
wsrod wyprowadzonych roslin. Z tych powodow
wazna jest ocena potomstwa wyprowadzonych
regenerantow. Obserwowana zmienno$¢ w potom-
stwie regenerantow dotyczyla gtownie czeSciowej
ptodnosci pojedynczych roslin niezaleznie od ich
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pochodzenia. Cytometryczna ocena diploidyzacji
regenerantow nie przektada si¢ na ptodnos¢ ocenio-
na na etapie petnej dojrzatosci. Ptodnos¢ regene-
ratow 1 efektywno$¢ zawigzywania ziarniakow
nie byly zwigzane z rodzajem stresu indukujacego
androgenezg.

4. Ocena wptywu herbicydéw antymitotycznych
na podwajanie liczby chromosomow w kultu-
rach in vitro — badania wstepne (drugi rok).
Badania obejmowaly przetestowanie wytypo-
wanych w roku ubiegtym inhibitoréw mitozy
na przezywalno$¢ androgenicznych roslin.

W doswiadczeniach uzyto osobniki pochodzace
z 3 genotypow, znajdujace si¢ w stadium ukorze-
niania si¢/ krzewienia na pozywce N6 z 2mg/l [AA,
gdzie zastosowano przez 3 14 dni, nastgpujace
herbicydy w stezeniach: 5 uM oryzalina oraz 10 uM
trifluralina. W obrebie badanych linii nie znalezio-
no powigzania pomig¢dzy liczba regenerantow, ktore
przezyty/wypadtly po wysadzeniu do gleby, a rodza-
jem zwigzku antymitotycznego iczasem jego
ekspozycji - otrzymane wskazniki nie odbiega-
ly od danych kontrolnych. Na tym etapie trudno
byto zaobserwowaé¢ wplyw uzytych zwigzkow
na powstawanie zaburzen rozwojowych. Skutecz-
ne, indukowane podwojenie liczny chromosomow
zalezne jest od kilku czynnikéw, gdzie do najwaz-
niejszych naleza rodzaj eksplantatu/tkanki i wybor
zwigzku antymitotycznego. Waznym aspektem jest
okreslenie dawek inhibitor6w mitotycznych najbar-
dziej optymalnych i czasu inkubacji w ich obecno-
$ci. Efektem zastosowania zbyt wysokich stezen
byl spadek przezywalnosci eksplantatow, za$ zbyt
matych — niewielka efektywnos$¢ diploidyzacji.
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Stowa kluczowe: identyfikacja QTL, mapowanie asocjacyjne, mapowanie sprz¢zeniowe, mieszance mi¢dzygatunkowe,

mieszance miedzyodmianowe

Rozwdj badan nad owsem w duzej mierze
jest limitowany brakiem konsensusowej mapy
genetycznej opracowanej w oparciu o ogodlnie
dostepne markery molekularne. Szczegotowe
mapy konsensusowe umozliwiajg typowanie
markeréw genetycznych sprzezonych z cechami
uzytkowymi efektywnych na szerokiej puli gene-
tycznej. Inng metoda poszukiwania markerow
jest mapowanie asocjacyjne (Brachi i in. 2010).
Polega ono na okresleniu powigzania markerow
genetycznych z cechami morfologicznymi, fizjo-
logicznymi czy biochemicznymi przy zastosowa-
niu odpowiednich modeli statystycznych (Rex
2013). Dzieki takiemu podejsciu mozliwa staje
si¢ identyfikacja markerow asocjowanych z QTL
cech wielogenowych.

Celem zadania byto precyzyjne fenotypowa-
nie wczesnych pokolen mieszancéw i popula-
cji RIL, kontynuowanie rozmnozen materiatow
przeznaczonych do uzyskania zaawansowanych
miedzyodmianowych i  migdzygatunkowych
rekombinacyjnych linii wsobnych, genotypo-
wanie i1 fenotypowanie populacji mapujacej RIL
E310, konstrukcja mapy oraz identyfikacja QTLi
dla wybranych cech w miedzyodmianowej popu-
lacji mapujacej RIL E101 oraz fenotypowanie
linii i odmian 4. sativa przeznaczonych do analiz
asocjacyjnych — weryfikacja fenotypow form
skrajnych oraz markerow asocjowanych z wyso-
ko$cig roslin

W realizowanym projekcie wyprowadzo-
no mig¢dzyodmianowe populacje mieszancowe
z polaczonymi genami kartowatosci Dw4, Dw7

i/lub DwPD) oraz miedzygatunkowe pomiedzy
A. sterilis 1 A. fatua. Kontynuowano rozmnoze-
nia uprzednio uzyskanych migdzyodmianowych
i migdzygatunkowych populacji w kierunku
populacji RIL.

Przeprowadzono fenotypowanie miedzyga-
tunkowej populacji mapujgcej RIL E310 F, Celer
x STH9210. Analizowano wysokos¢, dtugosé
wiechy, liczbe ktoskow, liczbe i masg¢ ziarniakow
z wiechy. Dokonano oceny 10 ro$lin z kazdej
linii RIL. W sumie ocenie poddano 300 linii,
czyli 3000 roslin pokolenia F, oraz po 30 roslin
rodzicielskich. Fenotypowaniu poddano réwniez
mieszafice populacji F, E958 (Trelle Dwarf
x North Carolina). Trelle Dwarf jest forma karto-
wa, u ktorej skrocona stoma jest efektem dziata-
nia pojedynczego genu (prawdopodobnie Dw4),
za$ North Carolina posiada gen Dw?7. Fenoty-
powanie roslin F, polegato na ocenie wysokosci
roslin, liczby pedow produkcyjnych i niedogo-
now, dtugosci wiechy, liczby ktoskoéw oraz liczby
1 masy ziarniakow z wiechy. Z wysianych ziar-
niakow skietkowato i osiagneto dojrzatos¢ 141
roslin.

Fenotypowaniu pod wzgledem sposo-
bu osypywania poddano miedzygatunkowe
populacje F, E937 (4. sterilis 172 x A. fatua
525) 1 E942 (4. fatua 523 x A. sterilis 66).
Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzo-
no, ze dominujacym sposobem osypywania jest
charakterystyczny dla A. sterilis model osypy-
wania catych kloskow. Osypywanie pojedyn-
czych ziarniakow ma charakter recesywny.
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W krzyzowaniach z A. sativa, forma udomowio-
na, ktorej ktoski pozostajg na wiesze po dojrzeniu
ma charakter dominujacy w stosunku do obu sposo-
bow osypywania, ktore majg charakter recesywny.
Rozktad fenotypéw w populacji wskazuje na dzie-
dziczenie jednogenowe.

Genotypowaniu metoda DArTseq poddano 130
linii reprezentujacych populacje RIL E310 (Celer
x STH 9210) oraz formy rodzicielskie. Na podstawie
segregacji markerow DArTseq w populacji mapuja-
cej RIL E101 Bingo x STH 9787 opracowano mape¢
genetyczng. Skonstruowana mapa obejmuje 21
grup sprzezen, co odpowiada liczbie chromosomow
heksaploidalnego owsa. Pelna dtugo$¢ mapy wyno-
si 1895 cM, obejmuje 478 markeréw szkieletowych
i 3860 markeréw redundantnych. Identyfikacje
QTLi przeprowadzono dla 5 cech fenotypowych
analizowanych w populacji E101 w poprzednim
roku badan: wysokosci roslin, dtugosci wiechy,
liczby ktoskow w wiesze oraz liczby i masy ziarnia-
koéw w wiesze.

Mapowanie interwatowe wysokosci roslin meto-
da CIM ujawnito obecnos¢ 4 QTL wystepujacych
w 4 grupach sprzgzen. W przypadku liczby kloskow
CIM wyodrebnito siedem QTL. Dwa o odziedzi-
czalnosci 16.5 oraz 11.5% zlokalizowane w obrebie
LGO03 1 LG14. Analiza liczby ziarniakow wyka-
zata obecno$¢ sze$ciu QTL. Najwigksza wartosé
funkcji LOD obserwowano dla LGO3 (odziedzi-
czalnos¢ — 15%). Analiza wystepowania QTLi dla
masy ziarniakdéw wyodrebnita siedem lokalizacji.
Najsilniejsze QTL zidentyfikowano w obrgbie
LG18 i LG15. QTLe dlugosci wiechy wystepuja
w obrebie czterech grup sprzezen. Najsilniejszy,
o najwickszej odziedziczalnosci wystepuje na
LG19 (LOD 12). Cechuje go odziedziczalno$¢ na
poziomie 16%.

Z uwagi na duze roznice pomigdzy powto-
rzeniami w latach wartosci cech fenotypowanych
w obrgbie 370 odmian i linii przeznaczonych
do mapowania asocjacyjnego przeprowadzono
ponowne fenotypowanie 200 wybranych odmian
i linii. Oprocz wysokos$ci roslin okreslono rowniez
wczesnos¢, odpornos¢ na choroby oraz MTZ.
Analiza asocjacyjna przeprowadzona w programie
TASSEL umozliwiata identyfikacj¢ kolejnych 20
markerow silicoDArT oraz DArTseq, ktore asocjo-
waly z wysokoscig roslin. Analiza asocjacyjna dla
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wysokos$ci roslin zostata wykonana ponownie dla
370 odmian i linii owsa w oparciu o wyniki geno-
typowania DArTseq i silicoDATrT oraz fenotypowa-
nia poszerzonego o wyniki z roku 2019. Sposrod

50 tys. markerow zaledwie 20 wykazato asocjacje

z wysokoscig roslin potwierdzong testem Bonferro-

niego w jednym powtérzeniu, a sposrdd nich zaled-
wie dwa, jeden DArTseq — 5442565 GT 391 jeden
silicoDAIT — 13736283 — asocjowaly w dwoch
powtdrzeniach. Zaden z nowo zidentyfikowanych
markerow nie byt dotychczas rozpatrywany jako
marker zasocjowany z wysokoscia.

Whioski:

— Fenotypowanie miedzyodmianowej popula-
cji mapujgcej RIL F, E310 wykazato wysokie
zréznicowanie analizowanych cech.

— Analiza cech ilosciowych w populacjach
E958 oraz E310 wykazata, Zze nie maja one
rozktadu normalnego, co wskazuje na obec-
no$¢ genow gtownych.

— Odmiana Trelle Dwarf posiada gen odmienny
anizeli Dw7 i jest to prawdopodobnie gen Dw4.

— Osypywanie typu ‘sterilis’ ma charakter domi-
nujacy w stosunku do osypywania typu ‘fatua’.

— Skonstruowana mapa genetyczna zlozona
jest z 21 grup sprzgzen, co odpowiada liczbie
chromosomow heksaploidalnego owsa. Petna
dlugos$¢ mapy wynosi 1895¢M, obejmuje 478
markerow szkieletowych i 3860 markerow
redundantnych.

— Najlepsze dopasowanie segregacji markera
asocjowanego z wysokoscig roslin do fenotypu
uzyskano dla pary starterow Aso 24 FlbiRI1.
Podobnie jak w roku poprzednim, najwiek-
szym dopasowaniem charakteryzowatl si¢
marker uzyskany przy udziale starterow opra-
cowanych w oparciu o sekwencje markera sili-
coDArT 3455024.
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Stowa kluczowe: geny odpornos$ci, markery molekularne, owies zwyczajny, piramidyzacja genow, Puccinia coronata,

rdza koronowa

Chorobg najczesciej pojawiajacg si¢ na owsie,
nie tylko w warunkach naszego kraju, ale rowniez
w centralnej 1 potudniowo-wschodniej Europie,
basenie Morza Srédziemnego, Ameryce Ph.
i1 Pid. oraz Australii jest rdza koronowa (Simons
1985, Nazareno i in. 2018). Czynnikiem infek-
cyjnym jest grzyb Puccinia coronata Cda. f. sp.
avenae P. Syd. & Syd. (Simons 1985). Forma
specjalna avenae atakuje wiele gatunkow traw, ale
nie poraza innych, poza owsem, gatunkéw zboz.
Grzyb moze rozwija¢ si¢ na wszystkich zielo-
nych czesciach roslin, gtéwnie jednak lisciach,
pochwach lisciowych i wiechach. Monitorowa-
nie zmian w populacji patogenu oraz sukcesywne
prace nad okresleniem efektywnych na obszarze
Polski gendw odporno$ci na rdz¢ koronowa umoz-
liwiaja naturalne jego zwalczanie poprzez wpro-
wadzanie genéw odpornosci do nowych odmian
i eliminuja koniecznos$¢ stosowania fungicydow,
co jest korzystne ze wzgledow ekonomicznych
1 sprzyja ochronie srodowiska naturalnego.

Celem prowadzonych badan bylo okresle-
nie patogenicznosci izolatow Puccinia coronata
zebranych w roku 2018, identyfikacja efektyw-
nych w Polsce genéw Pc oraz uzyskanie ztozo-
nych kombinacji genéw odpornosci na rdze
koronowa. Ponadto celem podjetych badan byta
proba konwersji na markery specyficzne sekwen-
cji DArTseq sprzezonych z obecnoscig genu
Pc60).

W zadaniu okreslono patogeniczno$¢ izolatow

Puccinia coronata wyprowadzonych z populacji
skolekcjonowanych w roku 2018 w Czestawicach,
Kopaszewie, Polanowicach i1 Strzelcach wzgle-
dem zestawu 45 linii referencyjnych. Najsilniej-
sze izolaty, podobnie jak w latach poprzednich,
wyprowadzono z populacji skolekcjonowanych
w Polanowicach i Czestawicach. Pelng odporno-
$cig w stadium siewki charakteryzowaty si¢ linie
zawierajace geny Pc52, Pc91 oraz Pcl04, ktore
nie zostaly przelamane przez zaden z testowa-
nych izolatoéw. Odporno$¢ warunkowana genami
Pc51U, Pc59U, Pc59K, Pc5iK, Pc98K, Pc50U,
Pc57 oraz Pc60 przetamaty w niewielkim stop-
niu jedynie pojedyncze izolaty, ponadto wysokim
poziomem odpornosci wykazaty si¢ linie z gena-
mi Pc68, Pc71, Pcl01, a takze Pc46K.

W roku 2019 najsilniejsze porazenie grzybem
P. coronata,napoziomie ok. 72%, zaobserwowano
w Polanowicach. W Czestawicach poziom wiru-
lencji wyniost 57%. Pelng odpornos¢ w warun-
kach naturalnej infekcji polowej, w stadium
rosliny dorostej, nadawaty geny Pc51U, Pc52,
Pc59U, Pc59K, Pc68, Pc71, Pc91 oraz PclOl.
Inne, warto$ciowe w stadium rosliny dorostej geny
to: Pc50 i Pc94 oraz Pc60, a takze Pc57, Pc97,
Pc51K oraz Pc96U. W przypadku gendéw Pc51U,
Pc52 oraz Pc91 byt to kolejny rok pelnej skutecz-
nosci tych gendéw na roznych etapach rozwo-
ju ros$liny oraz w réznych warunkach infekcji.

W  ramach  zadania  przeprowadzo-
no krzyzowania majace na celu uzyskanie
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mieszancOw pomigdzy formami ze zdefiniowa-
nymi genami odpornos$ci. W efekcie prowadzo-
nych krzyzowan mieszancéow dwugenowych
uzyskano kombinacje trojgenowe Pc39U, Pc50U,
Pc59U oraz Pc39U, Pc50K, Pc50U. Krzyzowa-
nia pomigdzy mieszancami trojgenowymi dopro-
wadzity do wuzyskania form czterogenowych
Pc39+Pc52+Pc60+Pc9l oraz Pc39+Pc52+
Pc60+Pc70. Coraz nizsza efektywno$¢ krzyzowa-
nia obserwowana wraz ze wzrostem kumulowa-
nych genéw odpornosci moze wynikac z ekspresji
u mieszancow gendéw niekorzystnie wplywajacych
na zawigzywanie ziarniakéw, a jednoczesnie obni-
zajacych ptodnos¢. Nalezy to uwzglednic¢ planujac
w przysztosci prace hodowlane.

Przeprowadzono oceng segregacji genéw odpor-
nosci w 4 populacjach mieszancow F, z genami
Pc50K, Pc50U, Pc59K 1 Pc59U. Wytypowano
izolaty umozliwiajace identyfikacj¢ tych genow
w kolejnych pokoleniach mieszancéw. W wyniku
przeprowadzonych testow wytypowano rowniez
rosliny homozygotyczne — odporne i porazone,
ktore w latach kolejnych moga postuzy¢ do poszu-
kiwania markerow molekularnych dla genow
Pc50K, Pc50U, Pc59K 1 Pc59U.

Konwersji na markery specyficzne dla genu
Pc60 poddano 4 sekwencje o wysokim podobien-
stwie do znanych gendéw odpornosci u innych
gatunkow. Najwieksza zgodnos¢ segregacji marke-
ra z cechg uzyskano dla pary 60 38 F1+60 38 RI
zaprojektowanej w oparciu o sekwencj¢ markera
silicoDArT 3278538 o wysokim podobienstwie
do zwigzanego z odporno$cig bialtka RPP-13-like
u traw. Analiza sekwencji uzyskanego w wyniku
amplifikacji z w/w starterami produktu o masie
wielokrotnie przekraczajagcej mas¢ produktu
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oczekiwanego moze przyczyni¢ si¢ do okreslenia
genetycznych podstaw odpornosci warunkowanej
genem Pc60).

Whioski

— Najsilniejsze izolaty Puccinia coronata wypro-
wadzono z populacji skolekcjonowanych
w roku 2018 w Polanowicach i Czestawicach.

— W roku 2019 najsilniejsze porazenie grzybem
P coronata w warunkach naturalnej infekceji
polowej na poziomie ok. 72% zaobserwowano
w Polanowicach.

— Najbardziej efektywne w warunkach Polski
w latach 2018-2019 byly geny Pc52 oraz Pc91.

— Na podstawie segregacji markerow DATrT
i DArTseq zidentyfikowano sekwencje sprze-
zone z obecnoscig genu odpornosci Pc60.
Skutecznej konwersji na markery specyficzne
dla allelu dominujacego genu Pc60 poddano
kilka z nich. Najwigksza zgodno$¢ segregacji
markera z cechg uzyskano dla pary 60 38 F1
+ R1 zaprojektowanej w oparciu o sekwencje
markera silicoDArT 3278538.

— Analiza BLAST sekwencji silicoDArT
3278538 wykazala jej podobienstwo do biatka
RPP-13 like.
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Nasiona rzepaku (Brassica napus L. var.
oleifera) sa zrodlem oleju roslinnego znajdujace-
go roznorodne zastosowanie zarowno do celow
spozywczych jak i przemystowych oraz dostar-
czaja cennego biatka paszowego w Srucie lub
wytlokach (Bartkowiak-Broda 2009). Najwaz-
niejszymi obecnie realizowanymi kierunkami
hodowli rzepaku ozimego jest podnoszenie plen-
nosci 1 wykorzystanie efektu heterozji w odmia-
nach mieszancowych, zwigkszenie odpornosci
na stresy biotyczne i abiotyczne, ulepszanie cech
jako$ciowych nasion dla uzyskania oleju o roznym
przeznaczeniu i wysokiej jakosci surowca dla
przemystu paszowego i spozywczego (Wittkop
iin. 2009, Spasibionek 2013).

Realizowane zadanie dotyczy problemu
poznania i detekcji genotypow rzepaku charak-
teryzujacych si¢ waznymi gospodarczo cechami
uzytkowymi. Skuteczna selekcja w hodowli roslin
opiera si¢ w coraz szerszym zakresie na analizach
genomow. Umozliwiaja one poznanie struktury
genomow, wyznaczenie zmienno$ci genetycznej
w obrebie badanych form hodowlanych, identy-
fikacje markeréw genetycznych charakterystycz-
nych dla danego genotypu (ang. fingerprinting),
a takze wytypowanie markeréw genetycznych
znajdujacych zastosowanie w procesie hodowla-
nym (ang. MAB, marker-assisted breeding).

Celem zadania w 2019 roku byto genotypo-
wanie 1 fenotypowanie oraz analizy asocjacyj-
ne kolekcji genotypdéw rzepaku zgromadzonej
w IHAR-PIB, Oddziat Poznan.

Zadanie realizowano w ramach trzech tematow
badawczych:

1. Charakterystyka molekularna kolekcji geno-
typow rzepaku ozimego;

2. Charakterystyka fenotypowa badanych geno-
typow kolekeji PB17-20 w doswiadczeniach
polowych - kontynuacja z roku 2018;

3. Analizy asocjacyjne pomig¢dzy genotypami
1 waznymi gospodarczo cechami ilosciowy-
mi badanej kolekcji PB17-20.

Material ro$linny w badaniach stanowity
kolekcje: PB14-17 (25 genotypow), PB17-20
(25 genotypow), kolekcja heterozyjna IHAR —
KHI19 (20 genotypow) i kolekcja referencyjna
KR19 (15 genotypow) — tacznie 85 genotypow.
Kolekcje te obejmowaly linie hodowlane, odmia-
ny populacyjne i mieszancowe rzepaku, linie
rodzicielskie do tworzenia mieszancoéw, linie
podwojonych haploidow, rekombinanty o zroz-
nicowanym sktadzie chemicznym nasion oraz
formy B. napus otrzymane w wyniku resyntezy
z gatunkéw ancestralnych.

W celu monitorowania obecno$ci mgsko-ste-
rylnej cytoplazmy CMS ogura, genu restorera
Rfo w kolekcji heterozyjnej KH19 zastosowano
test ,,Multipleks SCAR” (Mikotajczyk i in., 2011),
metode SNaPshot do oceny obecno$ci zmutowa-
nych alleli genu desaturazy FAD3 oraz analize¢
kodominujacymi markerami typu CAPS na obec-
no$¢ zmutowanych alleli genu desaturazy FAD 2
(Falentin i in., 2007) w wybranych dwudziestu
genotypach z kolekcji PB14-17 i PB17. Okreslono
zroéznicowanie genetyczne 50 genotypow dwoch
kolekcji z zastosowaniem markerow 85 loci
mikrosatelitarnych, a wyniki analiz przedsta-
wiono graficznie w formie dendrogramu. Badane
genotypy zostaly pogrupowane w cztery odrebne
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klastry. W biezacym roku zaplanowano rozpoczg-
cie analiz genetycznych badanych kolekcji rzepaku
z wykorzystaniem wysokoprzepustowej techniki,
jaka stanowi analiza z zastosowaniem mikroma-
cierzy SNP-chip 15K BRASSICA (85 genotypow),
a szczegblowe opracowanie bioinformatyczne
uzyskanych wynikow bedzie przedmiotem badan
w 2020 roku. Ponadto genotypy kolekcji KHI19
analizowano z wykorzystaniem wysokoprzepusto-
wej mikromacierzy SNP-chip 60K BRASSICA
(TraitGenetics GmbH, Gatersleben, Niemcy).

25 genotypow kolekcji PB17-20 fenotypowano
(2. rok badan) w do$wiadczeniach polowych zato-
zonych w dwoch srodowiskach, w uktadzie blokow
kompletnie zrandomizowanych w trzech powtorze-
niach. Badano nastgpujace cechy: przezimowanie
i obsadg roslin, plon nasion, cechy struktury plonu,
zawarto$¢ thuszczu, glukozynolanow, biatka, frakcji
wtokna ADF i NDF oraz sktad kwasow tluszczo-
wych. Wszystkie badane w dwodch srodowiskach
genotypy rzepaku wchodzace w sklad kolekeji
PB17-20 wykazaly istotne zroznicowanie pod
wzgledem wigkszo$ci badanych cech.

Analizy asocjacyjne genotypu z fenotypem dla
kolekcji genotypéw PB17-20 przeprowadzono dla
siedmiu cech: wczesno$é, dlugos¢ kwitnienia, plon
nasion i cechy struktury plonu (dtugos¢ tuszczyn,
liczba nasion w tuszczynie, MTN) oraz zawartosci
thuszczu w nasionach z 640 markerami molekular-
nymi (2 markery typu SCAR-CMS i Rfo; 2 markery
CAPS dla FAD2-HOR3 i HOR4, 4 markery typu
SNaPshot dla FAD3, 10 kombinacji starterow AFLP
oraz 85 loci STR). W sumie zaobserwowano 1241
asocjacji z przynajmniej jedna z siedmiu badanych
cech w przynajmniej jednym $rodowisku. Procent
catkowitej zmiennosci fenotypowej wyjasnianej
przez poszczegdlne markery wyniost odpowiednio
od 19,02 % dla plonu nasion do 40,35% dla zawar-
tosci thuszczu.

Przedstawione wyniki stanowig takze czgscio-
we podsumowanie wynikow badan uzyskanych
w poprzednich latach. Badania te bedg kontynuowa-
ne w kolejnym sezonie wegetacyjnym 2019/2020
(fenotypowanie i genotypowanie z wykorzystaniem
wysoko-przepustowej mikromacierzy SNP-chip
15K BRASSICA).

Analizy genetyczne z zastosowaniem trady-
cyjnych markeréw SCAR, SNaPshot, CAPS oraz
wysokoprzepustowych analiz nowej generacji
jakimi sa mikromacierze SNP-chip 15K oraz 60K
BRASSICA powinny stanowi¢ istotny element
procesu hodowli tworczej. Z jednej strony umozli-
wiaja monitorowanie czystosci materialu siewnego,
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a z drugiej precyzyjna selekcje i odpowiedni dobor
komponentéw rodzicielskich do hodowli odmian
mieszancowych. Analizy z zastosowaniem /oci STR
charakteryzuja si¢ duza powtarzalnos$cig i stanowig
obok dogodnego narzgdzia do badan zréznicowania
genetycznego i tworzenia odrgbnych pul, genowych
mozliwos¢ przeprowadzenia analiz asocjacyjnych
z cechami fenotypowymi zwigzanymi z plonem
i cechami struktury plonu oraz cechami jakoscio-
wymi wplywajacymi na warto$¢ agronomiczng
linii hodowlanych. W przeprowadzonej analizie
asocjacji zaobserwowano osiem markerow zwigza-
nych z plonem nasion, przy czym siedem (STR - 3
1 AFLP - 4) zwigzanych bylo z wyzszym poziomem
plonowania badanych genotypow. Z najwazniejszy-
mi cechami struktury plonu zwigzanych byto odpo-
wiednio: dziewig¢ markerow z dtugo$cia tuszczyn,
10 markeréow z liczba nasion w tuszczynie, a 12
z MTN. Wyselekcjonowane markery dla cech feno-
typowych zostang zweryfikowane w kolejnym
sezonie wegetacyjnym 2019/2020, na podstawie
doswiadczen polowych w dwoch srodowiskach.

Istotne jest, ze podczas realizacji biezace-
go zadania wdrazane s3 w IHAR-PIB, Oddziat
w Poznaniu metody analiz genetycznych nowej
generacji z przeznaczeniem do wykorzystania
w hodowli twoérczej rzepaku ozimego.
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Celem badan byto otrzymanie ro$lin mieszan-
cowych z krzyzowan migdzygatunkowych Bras-
sica oleracea 1 Brassica rapa, uzyskanie nasion
z ro$lin rzepaku resyntetyzowanego (RS), krzy-
zowanie rzepaku RS z rzepakiem podwdjnie ulep-
szonym oraz analiza genotypowa i fenotypowa
,howego” rzepaku.

Dla wprowadzenia rzepaku resyntetyzowane-
go do linii CMS ogura wykonano krzyzowania
linii CMS z podwojnie ulepszonymi liniami DH
semi-RS rzepaku: CMS 896 x semi-RS 25/4 oraz
CMS 430 x semi-RS 27/25. W wyniku wprowa-
dzeniarzepaku resyntetyzowanego do linii mesko-
sterylnych uzyskany zostanie nowy komponent
do tworzenia rzepaku mieszancowego. Linia CMS
ogura juz po trzecim krzyzowaniu wstecznym
z wybrang linig podwdjnie ulepszona moze by¢
uzyta do tworzenia mieszancow F .

Jednym ze sposobdw ulepszania rzepaku
RS jest krzyzowanie tych genotypow z rzepa-
kiem naturalnym podwojnie ulepszonym i prze-
prowadzenie androgenezy in vitro z uzyskanych
mieszancow, czyli wytworzenie populacji linii
DH semi-RS, sposrod ktorych mozna wyse-
lekcjonowa¢ genotypy podwojnie ulepszone.
Z dawcy oznaczonego D33, stosujac opracowa-
ng standardowa metod¢ otrzymywania linii DH
w kulturze izolowanych mikrospor, uzyskano
306 roslin z pigciu izolacji. Natomiast z dawcy 34
mimo wielokrotnych izolacji i stosowania wielu
wariantow do stymulacji mikrospor do rozwoju
sporofitowego uzyskano tacznie 30 zarodkoéw

rozwijajacych sie bardzo powoli zardowno w fazie
wzrostu embrionalnego, jak 1 rdznicowania
w tkanki i organy. Ta sytuacja jest potwierdzeniem
wezesniejszych wynikd, ze zdolnos¢ do stymula-
¢ji podzialéw mikrospor w procesie androgenezy
in vitro 1 regeneracji roslin ma podtoze genetycz-
ne, co jest od dawna podkreslane przez wielu
autorow.

Wsréd badanych 40 linii DH semi-RS nie
wyselekcjonowano zadnej linii o jako$ci rzepaku
podwojnie ulepszonego (tabela 1). Jednak kilka
linii zeroerukowych i dwie linie o dopuszczalne;j
zawartoséci glukozynolandéw (ponizej 15 uM-g')
beda mogty by¢ komponentami do dalszych krzy-
zowan w celu uzyskania linii semi-RS spetniaja-
cych kryteria rzepaku podwdjnie ulepszonego.

Nowe techniki analizy wysokoprzepustowych
danych genotypowych, szczegdlnie w polaczeniu
znowo dostepna referencyjng sekwencja genomu,
stuza do badania skali roznorodnos$ci genetycz-
nej niezbednej w predykcji celowosci krzyzo-
wan np. w hodowli mieszancowej. Na podstawie
wynikéw mikromacierzy Illumina Infinium Bras-
sica 60K SNP dokonano poréwnania linii rzepaku
resyntetyzowanego z genotypami rodzicielskimi
(B. rapa i B. oleracea). Analizowane linie rzepa-
ku nowego typu wykazaty roznorodnos¢ i liczne
zmiany genomowe. Zrdznicowanie genetyczne
linii RS wzgledem linii rodzicielskich (B. rapa
i B. oleracea) przedstawiono w formie graficz-
nej w uktadzie dwoch pierwszych sktadowych
gtéwnych (rys. 1.). Dalsza szczegélowa analiza
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bedzie prowadzona w ukladzie z danymi fenoty- si¢ w warunkach naturalnych, dzigki czemu bedzie
powymi badanych genotypow. Zatozono doswiad- mozliwa prawidtowa ocena badanych genotypdw
czenie z genotypami Brassica ssp. bedacymi pod wzgledem wybranych cech fenotypowych.
komponentami linii RS. Obecnie rosliny rozwijaja

Tabela 1
Zawarto$¢ kwasu erukowego i glukozynolanéw w 40 liniach DH semi-RS

Zawartos$¢

Linia GSL
0,
kw. erukowego (%) (uM g nasion)

D28-1 49,1 13,5
D28-2 28,5 57,7
D28-3 51,9 29,3
D28-4 50,8 64,2
D28-5 26,3 83,8
D28-6 25,5 20,3
D28-7 0,0 432
D28-8 282 53,1
D28-9 0,0 61,5
D28-10 19,8 36,7
D28-11 0,0 37,2
D28-12 28,7 82,9
D28-13 274 85,6
D28-14 28,6 81,6
D28-15 46,6 523
D28-16 423 65,6
D28-17 450 61,7
D28-18 438 52,8
D28-19 39,5 66,2
D28-20 34,9 79,0
D29-1 20,0 13,6
D29-2 22,5 49,9
D29-3 17,5 90,8
D29-4 233 109,3
D29-5 17,7 54,2
D29-6 0,0 36,9
D29-7 0,0 37,2
D29-8 38,6 96,3
D29-9 214 53,9
D29-10 0,0 26,6
D29-11 0,0 28,3
D29-12 0,0 42,7
D29-13 13,5 37,5
D29-14 16,3 29,9
D29-15 14,5 59,5
D29-16 0,0 33,7
D29-17 13.8 16,4
D29-18 16,5 36,4
D29-19 30,3 83,2
D29-20 28,8 54,6
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Rys. 1. Rozmieszczenie linii RS wzgledem linii rodzicielskich (B. rapa i B. oleracea) w ukladzie dwéch pierw-
szych sktadowych giléwnych.
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Opracowanie modeli kalibracyjnych

dla spektrometru NIRS o zakresie widma
400-2500 nm dla oznaczania glukozynolanow,
biatka, NDF, ADF oraz steroli i badania zmiennosci
tych zwigzkow w roslinach oleistych

Development of calibration models for NIRS spectrometer working in range
400-2500 nm destined to evaluate and study of variability glucosinolates, protein,

NDF, ADF and sterols content in oilseeds
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
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Temat badawczy 1

Okreslenie zmiennosci sktadu i zawartosci
glukozynolanéw w probkach nasion rzepaku.

Celem tematu jest rozbudowanie bazy danych
o widma prébek nasion rzepaku reprezentatyw-
nych dla w zawartosci glukozynolanow w 2019
roku. Analiza glukozynolanéw w nasionach
rzepaku wykonywana jest metoda chromatografii
gazowej silylowych pochodnych desulfogukozy-
nolanow (metoda ze wzorcem wewngetrznym —
glukotropeoling). Dane spektralne zbierane byty
za pomocg spektrometru NIRS 6500 i programu
ISISCAN (FOSS). Zakres widma wynosi od 400
do 2500 nm. Do obliczen uzyto programu WINI-
SI (FOSS).

Zebrany zbior probek obejmuje zmien-
no$¢ wystepujaca w roku 2019 w obszarze
Polski zachodniej (Borowo, Matyszyn Poznan),
co pozwala wprowadzi¢ do kalibracji zmien-
no$¢ geograficzng 1 gwarantuje bardziej rowno-
mierne wypelnienie kalibrowanego zakresu.
Zbior kalibracyjny zawierajacy probki repre-
zentatywne dla catej populacji i obejmujacy
dane z kilku lat pozwala na otrzymanie rownan
bardziej odpornych na nieprzewidziane zmiany
sktadu mierzonych préobek. W 2019 udalo si¢

doda¢ probki o duzej zawartosci glukozynolanow
(do 99 mikromol/g nasion). Catkowity udziat
probek o skrajnych wartosciach jest niewiel-
ki w danej populacji, co wymaga przebadania
mozliwie duzego zbioru probek, aby zapewnic
dostateczng liczbe probek o pozadanym sktadzie
chemicznym.

Temat badawczy 2

Okreslenie zmiennosci zawartosci bialtka,
thuszczu i wtokna w probkach nasion.

Celem tematu jest wyselekcjonowanie
we wspolpracy z hodowcami probek rzepaku
cechujacych si¢ zroznicowang zawartoscig biatka
w nasionach, zeskanowanie widm tychze oraz ich
analiza referencyjna. W roku 2019 pozyskano do
celow kalibracyjnych 104 probki rzepaku o zroz-
nicowanych cechach jako$ciowych zebranych
w ro6znych miejscowosciach (Borowo, Matyszyn,
Poznan). Zebrane probki poddano analizie refe-
rencyjnej (analiza biatka metodg Kjeldahla, anali-
za zawartosci widkna metoda van Soesta, analiza
zawartosci thuszczu na spektrometrze NMR model
MQA 7005). Wybrane probki obejmujg zmien-
no$¢ wystepujaca w roku 2019 w obszarze
Polski zachodniej (Borowo, Poznan, Matyszyn),
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Tabela 1
WartoSci bledow kalibracji czastkowych
Blad Wjilggcﬁ Blad Wifggcji Dokladnosé
Sktadnik kalibracji skroénej kalibracji skrodnej 14-18 jednostki
2014-2018 2014-2018 2014-2019 2014-2019 do 14-19

Glukonapina 1,1 1,1 1,3 1,3 uM/g
Progoitryna 2,3 2,3 2,3 2,4 uM/g
Glukobrassycyna 0,1 0,1 0,1 0,1 = uM/g
4-hydroxyglukobrassycyna 1 1 997 1,26 uM/g
Suma glukozynolandéw 3,3 3.4 3,7 3,8 - nM/g
Suma steroli 4100 4600 3500 3800 ++ ppb
Biatko 0,76 0,86 1,0 1,0 % masy
Thuszcz 0,8 0,85 1,1 1,2 % masy
NDF 1 1,1 1,4 1,6 % masy
ADF 0,96 1,1 1,3 1,4 % masy

co pozwala wprowadzi¢ do kalibracji zmiennos$¢
geograficzng i gwarantuje réwnomierne wypeknie-
nie kalibrowanego zakresu, a w efekcie pozwala na
otrzymanie roéwnan odpornych na nieprzewidziane
zmiany sktadu mierzonych prébek.

Pozyskano probki o wysokiej zawartosci thusz-
czu (49,0%) a takze zadowalajacg zmienno$¢
zawarto$ci widokna NDF i ADF oraz biatka. Probki
w potaczeniu z danymi z roku 2014 - 2018 pozwala-
ja wyliczy¢ rownania kalibracyjne dla oznaczanych
parametrow z doktadnoscig wystarczajaca do celow
pomiarowych.

Temat badawczy 3

Okreslenie zmienno$ci w skladzie i zawartosci
podstawowych steroli w oleju.

Pobrano probki nasion rzepaku z linii i odmian
bedacych w opracowaniu w IHAR O/Poznan
i spotkach IHAR oraz z kolekcji odmian rzepaku
w ilo$ci 60 probek. Zebrane probki zeskanowano
na spektrofotometrze NIRS 6500 i poddano analizie
referencyjnej (analiza steroli w oleju metodg chro-
matografii gazowej na chromatografie HP7890a).
Wybierajac proby do zbioru kierowano si¢ pocho-
dzeniem probek i zawartoscig steroli w probce —
preferowane byly zréznicowane zawartosci steroli.
Zebrany zbior z lat 2014-2019 zostat wykorzysta-
ny do estymacji mozliwos$ci stworzenia rownania.
Otrzymane kalibracje pozwalajg sadzi¢, iz przynaj-
mniej niektore sterole (cholesterol, campestanol,
avenasterol) nadaja si¢ do kalibracji.

Temat badawczy 4

Opracowanie czastkowych kalibracji NIRS,
aby oszacowac¢ btad metody.

Zebrane widma z wynikami referencyjnymi
z lat 2014-2019 uzyto do wyliczenia kalibracji
na oznaczane parametry. W tabeli 1 zestawiono
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wyniki btedow kalibracji i walidacji na probkach
zebranych w latach 2014-2019.

Jakos¢ kalibracji ocenia si¢ wykorzystujgc para-
metry statystyczne takie jak blad kalibracji (SEC)
liczony dla réwniania, wspdtczynnik korelacji (Adj
RSQ - cho¢ ten zalezy w duzym stopniu od zakresu
chemicznego ) oraz btad walidacji skrosnej(SECV)
lub btad walidacji na zbiorze prob nie nalezacych
do zbioru kalibracyjnego (SEV).

Otrzymane wyniki kalibracyjne dla glukozy-
nolanéw dobrze estymuja zawarto$¢ gtownych
glukozynolanéw. Blad pomiaru jest mniejszy od
raportowanych w literaturze (ok.4 uM/g).

Probki z 2019 pozwolily poszerzyé zakres
zmienno$ci cho¢ odbylo si¢ to kosztem nieco
mniejszej doktadnosci réwnania. Jednym z powo-
dow takiej sytuacji jest pogorszenie doktadnosci
analizy referencyjnej - powyzej 40 mikromoli/g
nasion staje si¢ nieliniowa. Wspotczynnik korela-
cji jest stosunkowo niski co wigze si¢ z zakresem
dostepnej zmiennosci (wigkszo$¢ probek to probkio
niskiej zawartosci glukozynolanow).

Stworzony zbiér kalibracyjny praktycznie
pokrywa calg zmienno$¢ glukozynolanéw w rzepa-
ku 1 moze by¢ podstawg do rownania selekcyjnego.

Roéwniez doktadno$¢ rownan dla biatka, thusz-
czu, widkna ADF i NDF jest wystarczajaca dla ich
praktycznego uzytkowania.

Sterole nadal wymagaja ulepszenia poprzez
powigkszenie bazy danych.

Porownanie btedow dla zbioru 2014-18,
2014-19 pokazuje stabilizacje doktadnosci dla
glukozynolanow, poprawe doktadnosci dla stero-
li oraz NDF i ADF i lekkie pogorszenie dla thuszczu.

Porownujac wyniki kalibracji z poprzednich lat
z obecymi mozna uznac, iz kalibracje si¢ stabilizuja
1 stajg si¢ odporne na losowe probki.
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Introdukcja genéw odpornosci na choroby i owady

oraz meskiej sterylnosci z pokrewnych gatunkow
rodzaju Brassica do rzepaku (Brassica napus L.)

Introduction of disease and pest resistance genes and male sterility from Brassica

relatives to rapeseed (Brassica napus L.)
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Stowa kluczowe: fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH), geny odpornosci, krzyzowanie, markery ISSR,

mieszance Brassica, rzepak

Realizowane zadanie badawcze dotyczy
poszerzenia zakresu zmienno$ci cech istotnych
z punktu widzenia uzytkowego wykorzystania
rzepaku ozimego. Szczegélne znaczenie maja
cechy decydujace o odpornosci rzepaku na stre-
sy biotyczne (choroby grzybowe — sucha zgnili-
zna kapustnych i maczniak, odporno$¢ na owady
— $mietka kapusciana, mszyce i1 pchetka ziemna)
oraz meska sterylnosé¢, jako niezmiernie istot-
na przy wytwarzaniu odmian mieszancowych.
W zwigzku z powyzszym, celem prowadzonych
badan w roku 2019 byto oszacowanie odpornosci
na szkodniki i choroby grzybowe komponentow
rodzicielskich i mieszancow pokolenia F, i F,
potwierdzenie mieszancowego charakteru roslin
pokolenia F, przy pomocy techniki FISH oraz
okreslenie zrdznicowania genetycznego mieszan-
cow metoda ISSR, a takze identyfikacja sekwencji
odpowiadajacych wybranym genom zaangazowa-
nym w odporno$¢ na choroby u roslin metodami
analizy obliczeniowej i molekularnej. W ramach
zadania 54 w roku 2019 zrealizowano 3 tematy
badawcze.

Celem tematu pierwszego bylo okreslenie
odpornosci form mieszancowych pokolenia F,
1 F, 1 odmian rzepaku na porazenie przez Lepto-
sphaeria maculans (sucha zgnilizna kapust-
nych) i Hyaloperonospora parasitica (mgczniak

rzekomy kapustnych) w warunkach polowych oraz
wkomorzeklimatycznej,atakze okreslenie zakresu
zmiennos$ci istniejacej wsréd odmian rzepaku
ozimego oraz kombinacji mieszancowych doty-
czacej odpornosci na szkodniki takie jak: $§mietka,
pchetka i mszyca. Material badawczy stanowito
46 odmian rzepaku ozimego oraz 25 kombina-
¢ji mieszancowych pokolen F, i F, pochodzace
z kolekcji KGiHR. Jesienig 2019 roku podobnie
jak w latach ubieglych nie stwierdzono w warun-
kach polowych objawoéw powodowanych przez
maczniak rzekomy. Aby oby oceni¢ odpornos¢/
podatnos¢ form mieszancowych na H. parasitica
przeprowadzono doswiadczenie w kontrolowa-
nych warunkach. W tym przypadku na wszyst-
kich mieszancach odnotowano objawy maczniaka
rzekomego. W kontrolowanych warunkach najsil-
niej porazone byly mieszance B. napus % B. fruti-
culosa (7%), a najstabiej B. napus x B. rapa ssp.
pekinensis (1%).

Jesienia 2019 roku stwierdzono wyzsze niz
w ubieglym roku stezenie zarodnikdéw Leptos-
phaeria spp. w powietrzu (www.spec.edu.pl),
co mialo swoje przetozenie na porazenie roslin.
Odsetek roslin rzepaku z objawami powodo-
wanymi przez grzyby z rodzaju Leptosphaeria
wahat si¢ od 2 do 12,67%. Najstabiej porazone
byty odmiany Arsenal i Anderson (2%), posiada-
jace gen odpornosci R/m7, natomiast najsilniej
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porazona byta odmiana Darmor (12,67%).

Procentroslinmieszancowychzobjawamisuche;j
zgnilizny kapustnych wynosit od 2,33 % do 16%.
Najsilniej porazone byty mieszance B. napus cv.
Californium x B. juncea acc. 633007

Obserwacje wykonane na doswiadczeniach
kolekcyjnych KGiHR odno$nie wystepowania
szkodnikéw wykazaty rézne nasilenie ich wyste-
powania pomiedzy analizowanymi genotypami
ros$lin. W Dtoni, jeden sposrdd trzech ocenianych
szkodnikéw tj. $mietka kapusciana wystapit
w najwickszym nasileniu. Natomiast sporadycznie
obserwowano mszyce, a pchelki nie odnotowano
wecale ani na testowanych odmianach ani na rosli-
nach z pokolen mieszancowych. Przeprowadzone
obserwacje wykazaly znaczny stopien uszkodzenia
roslin rzepaku przez $mietke kapusciang zarowno
u odmian rzepaku (18,0-88,0%), jak i u analizo-
wanych mieszancow (16,0-63,0%). W roku 2019
warunki pogodowe byly bardzo sprzyjajace dla
wystepowaniu szkodnikéw, a zwlaszcza mszycy,
ktora w najwigkszym nasileniu zerowata na odmia-
nach rzepaku tj. Razmus (32%) i Darmor (34%).
Rosliny mieszancowe pokolenia F, byty uszkodzo-
ne przez mszyce od 18,0 do 33,0% w zaleznosci
od kombinacji krzyzowania.

Celem drugiego tematu badawczego byta cyto-
genetyczna analiza ro$lin mieszancowych Bras-
sica, z wykorzystaniem techniki fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (FISH) oraz okreslenie stopnia
zrdznicowania genetycznego mieszancow z rodza-
ju Brassica na podstawie markerow ISSR. W 2019
roku przeanalizowano cztery kombinacje mieszan-
cowe Brassica (20 genotypow), w ktorych forma
mateczng byt allotetraploidalny gatunek B. napus.
Zastosowanie sekwencji TDNA (5S 1 35S rDNA)
pozwolito na charakterystyke sktadu genomowe-
go oraz na identyfikacj¢ poszczegdlnych typéw
chromosoméw u analizowanych mieszancow.
Zaobserwowano stalg, catkowitg liczbe chromo-
somow, wynoszaca 38 oraz roéznice w liczbie loci
rDNA u mieszancow otrzymanych w wyniku krzy-
zowania B. napus % B. carinata. W kombinacji
B. napus x B. juncea obserwowano roéwniez statg
liczbe chromosoméw wynoszaca 37 chromosomow
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oraz statg liczbe loci 5S 1 35S rDNA, tj. 101 12
loci rDNA. Natomiast pozostate dwie analizowa-
ne kombinacje mieszancow tj. B. napus x B. rapa
Spp. chinensis 1 B. napus % B. rapa spp. pekinensis
charakteryzowaly si¢ zmiennymi liczbami chromo-
somow i1 zmienng liczbg loci rDNA. Ponadto, prze-
prowadzone zostaly analizy molekularne (ISSR)
z zastosowaniem 30 starteréw reakcji — 20 starte-
row, ktore generowaly polimorfizm w poprzednich
latach badan oraz 10 starterow nowych, wybranych
na podstawie literatury. Grupowanie hierarchiczne
przedstawione w formie dendrogramu potwierdzi-
to mieszancowe pochodzenie analizowanych roslin
— mieszance z danej grupy krzyzowan utworzyty
odregbne klastry, a tym samym wykazaly najwiek-
sze podobienstwo w obrgbie roslin o tych samych
komponentach rodzicielskich.

Temat badawczy nr 3 dotyczyt identyfikacji
sekwencji dla znanych genéw odpornosci na choro-
by u wybranych roélin rodzicielskich i mieszan-
cOw Brassica z wykorzystaniem zaawansowanych
technik molekularnych. W biezacym roku wybrano
osiem genéw ortologicznych, ktoérych poszukiwano
w analizowanym materiale roslinnym tzn. u szeSciu
wybranych form rodzicielskich z dwdch gatunkéw
Brassica uzytych do krzyzowan tj. Brassica rapa
(ssp. pekinensis, chinensis, trilocularis, dichotoma)
oraz B. napus (odmiany Jet Neuf oraz Monolit),
a takze u dwoch wybranych potomstw mieszan-
cowych. Wybrane do analiz geny zwiazane byly
z odpornoscig na sucha zgnilizne kapustnych oraz
na maczniaka i stanowily punkt wyjscia do iden-
tyfikacji odpowiadajgcych im genéw homologicz-
nych lub genow najbardziej do nich zblizonych pod
wzgledem podobienstwa sekwencji i/lub kompo-
zycji 1 struktury domen biatkowych. Poszukiwanie
sekwencji gendow ortologicznych stwarza powazny
problem zwtlaszcza dla gatunkow z rodzaju Brassi-
ca, w tym rzepaku (B. napus) u ktérych wystepuje
znaczna homologia pomigdzy genomami rodziciel-
skimi. W zwigzku z powyzszym, na podstawie prze-
prowadzonych do tej pory analiz nie udato si¢
W sposob jednoznaczny dokona¢ pordéwnania
sekwencji wybranych gendéw odpornosci dla anali-
zowanych mieszancow i ich form rodzicielskich.
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Obecnie  uprawiane odmiany rzepaku
sg zrodtem oleju uniwersalnego, stosowanego
do celow spozywcezych i do przerobu w réznych
technologiach. W sktad oleju nasion wchodza
gtownie jedno— i1 wielonienasycone kwasy thusz-
czowe o osiemnastu atomach wegla w tancuchu,
oleinowy (C18:1, 62%), linolowy (C18:2, 20%)
oraz linolenowy (C18:3, 10%). Ponadto, olej
rzepakowy zawiera 7% kwaséw nasyconych,
palmitynowego (C16:0) i stearynowego (C18:0),
a takze 1% jednonienasyconego kwasu eikozeno-
wego (C20:1). W wielu osrodkach badawczych
i hodowlanych na $wiecie prowadzone sg prace
nad wytworzeniem form hodowlanych rzepaku
produkujacych nasiona o cechach tzw. zywno-
$ci funkcjonalnej, wspomagajacej i poprawiajg-
cej zdrowie cztowieka. W zwiazku z tym prace
koncentruja si¢ na uzyskaniu odmian rzepaku
wytwarzajacych olej o podwyzszonej zawartosci
kwasu oleinowego C18:1 do (ok. 75%) i obni-
zonej zawarto$ci kwasu linolenowego C18:3
do (ok. 3%) okreslanych, jako typ HOLL (skrét
od ang. high oleic low linolenic). Olej z tych
odmian na cele spozywcze posiada wyzsza termo-
stabilnos¢, co zwigksza jego trwato$¢ w czasie
glebokiego smazenia, a takze ogranicza tworzenie
szkodliwych dla zdrowia izomerow trans podczas
procesu utwardzania.

Ponadto nasiona rzepaku zawieraja w suchej
masie ok. 46% oleju oraz od 21 do 24% bial-
ka. W $rucie wystepuje od 37% do 43% biatka

pastewnego charakteryzujacego si¢ wysoka warto-
$cig zywieniowg ze wzgledu na korzystny sktad
aminokwasow. Mozliwo$ci wykorzystywania
biatka, ktore pozostaje po ekstrakcji lub wytlo-
czeniu oleju w Srucie badz wyttokach sa limito-
wane przez zwiazki antyzywieniowe wystepujace
w nasionach rzepaku, jak glukozynolany alke-
nowe oraz wtokno i fityniany. Stad konieczne
s3 badania nad formami pozbawionymi tych
zwiazkow, gldwnie glukozynolandéw alkenowych.

Celem badan bylo otrzymanie genotypow
o pozadanych cechach biochemicznych (zroz-
nicowanej zawartosci kwasow tluszczowych
jedno- 1 wielonienasyconych, wysokiej zawar-
tosci tluszczu i ekstremalnie niskiej zawarto-
sci glukozynolanow) oraz o wysokiej warto$ci
agronomicznej. Nastgpnie wybdr genotypow
do przeprowadzenia szczegdétowej analizy gene-
tycznej w odniesieniu do ekspresji cech fenoty-
powych, decydujacych o warto$ci gospodarczej
danego genotypu oraz oszacowanie wartosci
kombinacyjnych oraz wptywu roznych srodo-
wisk na cechy ilosciowe i jakoSciowe tych
genotypow. Do badan wiaczono markery genetycz-
ne monitorujgce wystepowanie niezmutowanych
izmutowanychalleligenéw desaturaz FAD21FAD3
w liniach typu HO, LL, HOLL.

Zadanie realizowano w ramach czterech
tematoéw badawczych:
— Fenotypowanie ros$lin pod wzgledem cech

agronomicznych i biochemicznych
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— Okreslenie determinacji genetycznej cech jako-
sciowych

— Ocena genotypow w doswiadczeniach porow-
nawczych

— Genotypowanie roslin

W badaniach uczestniczyto 129 genoty-
pow, w tym: 72 genotypy pokolen F-F, typu
HO o wysokiej zawartos$ci kwasu oleinowego
w olejunasion (do 83,1%) i typu HOLL o wyso-
kiej zawartosci kwasu oleinowego (do 81,9%)
1 obnizonej zawarto$ci kwasu linolenowe-
go (do 1,8%) oraz 57 linii typu HO&LGLS
(skrot od ang. high oleic & low glucosinolates)
pokolefi F -F. o wysokiej zawartosci kwasu
oleinowego (do 81,1%) 1 niskiej zawarto-
sci glukozynolanow alkenowych (do 0,5uM
g'nasion). Sposrod 645 zaizolowanych roslin
do dalszych badan wybrano populacj¢ 126
rekombinantow pokolen F-F, (z krzyzowah
mutantow wysokooleinowych-HO 1 niskoli-
nolenowych-LL) typu HOLL wykazujacych
wzrost zawartosci kwasu oleinowego w oleju
nasion (od 79,2-85,6%) 1 obnizenie zawartosci
kwasu linolenowego (od 1,4-4,2%) oraz typu
HOLP (skrét od ang. high oleic & low poly-
unsaturated fatty acids) wykazujacych wzrost
zawartosci kwasu oleinowego w oleju nasion
(od 79,6-84,4%) 1 obnizenie zawarto$ci sumy
kwasow  wielonienasyconych  (linolowego
1 linolenowego) (od 8,5-13,4%). Rekombinan-
ty typu HOLL i HOLP charakteryzowaty si¢
zawarto$cig thuszczu na poziomie (35,5-49,3%)
natomiast zawarto$§¢ sumy glukozynolanow
wynosita (od 4,3-15,1uM g'nasion), a gluko-
zynolanéw alkenowych (od 0,4-11,0uM g'na-
sion).

Do badan wykorzystano rowniez kolekcje
wlasng (uzyskang w wyniku krzyzowan w obrebie
gatunku Brassica napus L.) genotypdw wysokoole-
inowych (HO) i niskoglukozynolanowych (LGLS).
Z wyselekcjonowanych izolowanych pojedynczych
ro$lin typu wysokottuszczowego i niskoglukozyno-
lanowego do dalszych badan wybrano 119 geno-
typow pokolen F -F. o podwyzszonej zawartosci
thuszczu (do 48,9%) oraz o ustabilizowanej bardzo
niskiej zawarto$ci glukozynolanow alkenowych
(od 0,1-2,8uM g'nasion) i sumy glukozynolanéw
(0od 0,6-9,1uM g'nasion). Zawarto$¢ kwasu oleino-
wego w badanych genotypach wahata si¢ (od 73,2-
84,2%).

Z najlepszymi genotypami przeprowadzono
krzyzowania w uktadzie linia x tester. Jako formy
mateczne uzytych zostato 7 linii rekombinacyjnych

94

typu HOLL z wysoka zawarto$ciag kwasu oleino-
wego (od 77,4-82,8%) i niskg zawartos$cig kwasu
linolenowego (od 2,0-3,8%) oraz 4 linie typu
HO o wysokiej zawartosci kwasu oleinowego
(od 78,4-80,6%) i o ekstremalnie niskiej zawar-
tosci sumy glukozynolanow alkenowych (0,5-
0,9uM g'nasion). Testerami ojcowskimi byly 4
wysokoplenne linie rekombinacyjne typu HOLL
0 wysokiej zawartosci kwasu oleinowego (od 80,3-
80,8%) 1 niskiej zawarto$ci kwasu linolenowego
(od 2,0-5,3%). Uzyskane 44 kombinacje krzyzo-
wan F1 (linia x tester), 11 linii i 4 testery wysia-
no na poletkach w IHAR-PIB w Poznaniu w celu
oszacowania ogoélnej 1 specyficznej zdolnosci
kombinacyjnej. Na tej podstawie wytypowane
zostang pary rodzicielskie, ktore rokuja otrzymanie
potomstwa o szczegdlnie pozadanym, ze wzgledow
roznych cech tj. wartosci agronomicznej, sktadu
kwasow tluszczowych oleju, gtdéwnie o podwyz-
szonej zawartosci kwasu oleinowego 1 obnizonej
zawartosci kwasu linolenowego oraz o obnizonej
zawartosci zwigzkow antyzywieniowych.

Wiosng 2019 roku kontynuowano (zalo-
zone jesienig 2018 roku) I seri¢ do$wiadczen
przedwstepnych PN1 dla okreslenia warto$ci rolni-
czej rodow (25 genotypow o zmienionym sktadzie
kwasow ttuszczowych typu HO, HOLL) o wyso-
kiej zawartosci tluszczu oraz o ekstremalnie niskich
zawarto$ciach sumy glukozynolanow i glukozyno-
lanow alkenowych w 3 powtorzeniach w 3 lokaliza-
cjach: Stacja Hodowli Roslin: Borowo i Matyszyn
»Spotka Hodowli Roslin Strzelce” i Lagiewniki
,Spotka Hodowli Roslin Smolice”) w uktadzie
blokéw losowanych.

Z sposrdd badanej populacji najbardziej inte-
resujace byly genotypy dla ktérych plon wzrost
powyzej sredniej ogdlnej. Do najlepiej plonuja-
cych w przedziale (31,3-24,6 dt/ha) zaliczono 14
genotypoéw. O nizszej niz w latach poprzednich
zawartosci tlhuszczu zadecydowaly niekorzystne
warunki pogodowe objawiajace si¢ dlugotrwata
suszg podczas dojrzewania nasion. Pod wzgledem
zawarto$ci tluszczu 5 genotypow (42,9-45,1%)
istotnie przewyzszyly odmiane Ilona (42,2%).
Badane linie typu HO&LGLS utrzymaty istotnie
wysoka ustabilizowang zawarto$¢ kwasu oleino-
wego w przedziale (79,3-80,5%), natomiast linie
typu HOLL wysokg zawarto$¢ kwasu oleinowego
na poziomie (77,7-81,4%) 1 obnizong zawartos$¢
kwasu linolenowego na poziomie (2,7-4,9%) nato-
miast linie typu HOLP wysoka zawartos¢ kwasu
oleinowego na poziomie (79,1-80,1%) i obnizo-
ng zawarto$¢ sumy kwasow wielonienasyconych
(linolowego 1 linolenowego) na poziomie
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(12,6-13,9%).Stwierdzonoréwniezwysokaistotnosc¢
zrdéznicowania genotypow pod wzgledem zawarto-
$ci zwigzkoéw antyzywieniowych: sumy glukozyno-
lanéw 1 glukozynolandéw alkenowych. W stosunku
do odmiany wzorcowej Ilona (15,6uM g nasion;
10,0uM g' nasion) nizsza zawarto$cig sumy
glukozynolanéw i glukozynolanéw alkenowych
charakteryzowaty si¢ wszystkie 24 badane genotypy
odpowiednio (5,9-13,3uM g nasion) i (1,8-9,1uM g
nasion). Przeprowadzono réwniez analiz¢ warian-
cji dla plonu nasion, zawartosci tluszczu, kwasow:
oleinowego, linolenowego, glukozynolanow alke-
nowych 1 sumy wszystkich glukozynolanow.
Stwierdzono istotne réznice u wszystkich badanych
cech pomigdzy s$rodowiskami. Wystgpila istotna
interakcja genotypow ze Srodowiskami pod wzgle-
dem plonu, zawartosci ttuszczu, kwasu oleinowego,
zawarto$ci glukozynolanow alkenowych i1 sumy
glukozynolanéw. Opracowana dla plonu nasion
analiza wspotdziatania poszczegdlnych genotypow
ze srodowiskami wskazuje, ze 10 genotypow wyka-
zala istotng interakcje z warunkami $rodowiska.
Stabilnymi genotypami okazaty si¢ rody:
(429-2i+3i+4i/18 HO, 433/1i+21/18 HOLL,
437/11+7i/18 HOLL, 439/1i+2i/18 HOLL,
440/1i+3i1/18 HOLL, 441/1i+2i/18 HOLL,
446/1i+2i+31/18 HOLL, 465/2i+3i+4i/18 HOLL,
488/1i+21/18 HOLP, 490/1i+2i+31/18 HOLP,
521/1i+2i+3i/18 HOLL, 525/1i+2i/18 HOLL).

Dla zawartosci kwasu oleinowego 2 genotypy,
dla zawartosci kwasu linolenowego jeden genotyp,
7 genotypow dla zawartosci thuszczu, po 8 genoty-
pow dla zawartosci glukozynolanow alkenowych
i sumy glukozynolanoéw wykazaty istotna interakcje
z warunkami $rodowiska.

Genotypy o wysokiej warto$ci agronomicznej
charakteryzujace si¢ wysoka zawartoScig kwasu
oleinowego 1 niska linolenowego poddano anali-
zie DNA. Do tych badan wlaczono 72 genotypy
typu HOLL oraz HOLP pokolen F,-F, uzyskanych
z krzyzowan mutantéw typu HO i LL. Wykona-
no 216 analiz DNA. W analizie przeprowadzonej
metoda CAPS dla alleli genu Bnad.FAD?2 desatu-
razy FAD2 wsérod badanych genotypow wykaza-
no 112 homozygotycznych préob o zmutowanym
genotypie typu HOR4 (HOR4/HOR4) oraz 41
prob  wykazujacych genotyp heterozygotyczny
typu HOR4 (HOR4/Dziki). W pozostatych probach
wykazano genotyp homozygotyczny typu dzikiego
(Dziki/Dziki). Natomiast przeprowadzone metoda
SNaPshot analizy na obecno$¢ zmutowanych alle-
li desaturazy FAD3 w genomach A i C B. napus
zidentyfikowaty 42 genotypy zmutowane i homo-
zygotyczne w obu loci (genotyp aacc) oraz rozne

formy heterozygotyczne: 7 fom heterozygotycz-
nych (genotyp aaCC), 4 formy (genotyp aaCc), 5
form (genotyp AaCC), 1 forme (genotyp AaCc)
w ktorych stwierdzono obecno$¢ zmutowanych
alleli w genomie A B. napus, 10 fom heterozygo-
tycznych (genotyp Aacc), 78 fom heterozygotycz-
nych (genotyp AAcc), 8 form (genotyp AACc), 1
forme (genotyp AaCc) w ktérych stwierdzono obec-
nos¢ zmutowanych alleli w genomie C B. napus.
W pozostalych formach typu dzikiego (genotyp
AACC) nie stwierdzono obecno$ci zmutowanych
alleli zarowno w genomie A i C B. napus.

Uzyskano (z wykorzystaniem zmutowanych
linii typu HO i LL) genotypy typu HOLL wykazu-
jace wzrost zawartosci kwasu oleinowego w oleju
nasion (do 85,6%) oraz obnizenie zawartosci kwasu
linolenowego (do 1,4%) oraz genotypy typu HOLP
wykazujace wzrost zawarto$ci kwasu oleinowego
w oleju nasion (do 84,4%) i obnizenie zawarto$ci
sumy kwasow wielonienasyconych (linolowego
i linolenowego) (do 8,5%).

Uzyskano rowniez (z wykorzystaniem zmien-
no$ci naturalnej) genotypy typu HO&LGLS
charakteryzujace si¢ bardzo wysoka zawarto$cig
kwasu oleinowego w oleju nasion (do 84,2%) oraz
skrajnie niska zawartos$cia glukozynolanow alkeno-
wych (do 0,1uM g'nasion) i sumy glukozynolanow
(do 0,6uM g'nasion).

Na podstawie przeprowadzonych do$wiadczen
stwierdzono, ze linia typu HOLL (491/18) osiagng-
ta najwyzszy sposrod badanych genotypow plon
(31,3 dt/ha), zblizony do odmiany wzorcowej Ilona
(33,5 dt/ha).

Badane linie typu HO&LGLS utrzymaly istot-
nie wysoka ustabilizowang zawarto$¢ kwasu oleino-
wego w przedziale (79,3-80,5%) oraz znacznie
obnizong zawarto$¢ zwigzkow antyzywieniowych,
glukozynolanéw alkenowychdo poziomu (1,8 uM g!
nasion) a sumy glukozynolanow do poziomu
(5,9 uM g nasion) w pordéwnaniu do odmiany
Ilona, odpowiednio (10,0 uM g nasion) i (15,6 uM
g’ nasion).

Linie typu HOLL uzyskaly wysoka zawar-
to$¢ kwasu oleinowego na poziomie (77,7-81,4%)
i obnizong zawarto§¢ kwasu linolenowego
na poziomie (2,7-4,9%) natomiast linie typu HOLP
wysoka zawarto$¢ kwasu oleinowego na poziomie
(79,1-80,1%) 1 obnizong zawarto$¢ sumy kwasow
wielonienasyconych (linolowego i linolenowego)
na poziomie (12,6-13,9%).

Uzyskano rekombinanty znacznie wcze$niejsze
niz $rednio wczesna odmiana populacyjna Ilona.

Analiza doswiadczen z genotypami uwzgled-
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niajaca badanie interakcji genotypowo-srodowisko-
wej, umozliwita wytypowanie najlepszych z punktu
widzenia hodowlanego form, a takze pozwolita
uzyska¢ informacje o ich stabilno$ci w roéznych
srodowiskach pod wzgledem plonu, zawarto$ci
thuszczu, kwasow thuszczowych i1 glukozynolanow
w nasionach.

Przeprowadzona analiza z wykorzystaniem
markeré6w genetycznych pozwolita precyzyjnie
wyselekcjonowa¢ pozadane genotypy zmutowa-
nych alleli genéow desaturaz FAD2 i FAD3 wyra-
zajacych si¢ fenotypem typu HO o wysokiej
zawartosci kwasu oleinowego (od 81,0-81,3%),
fenotypem typu HOLL o wysokiej zawarto$ci kwasu
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oleinowego (od 75,9-85,7%) i obnizonej zawartosci
kwasu linolenowego (od 1,1-4,3%) oraz fenotypem
typu HOLP o wysokiej zawarto$ci kwasu oleino-
wego (od 78,6-81,8%) 1 obnizonej zawarto$ci sumy
kwasow wielonienasyconych (linolowego i linole-
nowego) (od 11,2-13,0%).

Przeprowadzone badania poszerzyty pule geno-
wa w postaci wyselekcjonowanych linii rekom-
binacyjnych typu HOLL, HOLP oraz HO&LGLS
laczacych cechy wysokiej wartosci agronomicznej,
wysokiej zawartosci kwasu oleinowego i niskiej
zawartosci kwasow wielonienasyconych (linolowe-
go i linolenowego) oraz niskiej zawartos$ci zwigz-
kéw antyzywieniowych (glukozynolanow).
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Slowa kluczowe: mieszance migdzygatunkowe, odpornos¢ na patogeny, rzepak

Celem pracy byty badania odpornosci na pato-
geny z rodzaju Alternaria sp. oraz Leptosphae-
ria sp. w nowych rodach rzepaku otrzymanych
z komponentdéw rodzicielskich z plemienia Bras-
sicae. Przeprowadzone badania nad odpornoscia
na stresy biotyczne ro$lin z plemienia Brassiceae
powstatych z krzyzowan migdzygatunkowych in
vitro zmierzajg w kierunku otrzymywania roslin
rzepaku zréznicowanych genetycznie pod wzgle-
dem tolerancji lub odpornosci na najgrozniejsze
patogeny [1, 2, 3, 4, 5, 6]. W $réd niektérych
kapustowatych mozna spotka¢ gatunki tole-
rancyjne i czgsciowo odporne na czern krzyzo-
wych. Odporno$¢ na Alternaria sp. badana przez
niewielu autoréw moze by¢ kontrolowana przez
jeden lub kilka gendéw jadrowych w potacze-
niu z innymi genami modyfikatorami. Do badan
nad mieszancami miedzygatunkowymi in vitro
wykorzystano nastepujace podstawowe gatunki:
kapuste brukselska B. oleracea var. gemmife-
ra 2n = 18 (CC), kapuste pastewng B. oleracea
var. acephala 2n = 18 (CC), kapuste jarmuz
B. oleracea var. acephala subvar. Lacinista
2n = 18 (CC), rzepik B. campestris o liczbie chro-
mosoméw 2n = 20 (AA), B. carinata 2n = 34
(BBCC), B. nigra2n=16 (BB), B. juncea 2n =36
(AABB) oraz Sinapis alba L. W celu otrzyma-
nia rzepaku z cytoplazmg kapusty do krzyzo-
wan wypierajacych zostal uzyty rzepak oraz
otrzymane w ubieglych latach wybrane odpor-
ne mieszance migdzygatunkowe z cytoplazma:

B. oleracea 1 B. campestris oraz mieszan-
ce z cytoplazmg rzepaku B. napus (AACC).
Na podstawie badan odpornosci indywidualnie
ocenianych pod wzgledem chordb (Leptospha-
eria sp. oraz Alternaria sp.) form donorowych
z plemienia Brassicae, zostaly wykonane prace
w warunkach polowych w do$wiadczeniu wstep-
nym DW2. Kazdy obiekt oceniany byt indeksem
porazenia (IP) na podstawie obserwacji 40 roslin
na 1 powtdrzenie (najczesciej 3 powtdrzenia,
120 roslin). Przyjeto trojstopniowa skale oceny
odpornosci (0-brak porazenia, 1-$rednie, 2-silne
porazenie). Analiza fitopatologiczna zréznicowa-
nia odpornosci badanych obiektéw rzepaku poza
aspektami naukowymi posiada aspekt praktyczny
pozwalajac hodowcom dokona¢ wyboru najod-
porniejszych rodow B. napus do dalszej hodowli.
Ponadto dla stwierdzenia odpornosci wybranych
genotypow w stadium siewki otrzymanych roslin
mieszancoOw miedzygatunkowych na porazenie
powodowane przez patogeny zrodzaju Leptospha-
eria sp. 1 Alternaria sp. stosowano test Williamsa.
Analizy te pozwalaja na wybor odporniejszych
genotypow, ktore kierowane sg do dalszych badan
i hodowli. Dla mieszancéw miedzygatunkowych
iro$lin kontrolnych wykonano takze badania DNA
w celu wyboru amplikonéw, ktére beda mogty
by¢ kojarzone z odpornoscia roslin. Wykonane
analizy wskazaly na duzy polimorfizm badanych
obiektow. Potwierdzono, ze jeden z wybranych
starterow (OPY-10) amplifikujacy fragment
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DNA 1100pz wydaje si¢ by¢ dodatnio skorelowa-
ny z odporno$cig badanych ro$lin z cytoplazma
kapust. Po wykonaniu wielu testow odpornoscio-
wych z wykorzystaniem inokulum i kaleczenia
lodyg, stwierdzono, ze najbardziej obiecujacymi
gatunkami, ktére moga by¢ donorami genow odpor-
nosci na chorobotwoércze patogeny: Leptosphaeria
sp. oraz Alternaria sp. jest B. taurica oraz inne
wcezesniej] przetestowane na odporno$¢ odmiany
botaniczne kapust. Na wybranych obiektach wyko-
nano analizy GC dla wyeliminowania genotypoéw
o zwickszonym udziale zwigzkéw antyzywienio-
wych: glukozynolanéw i kwasu erukowego.

Whioski

— Potwierdzono przydatnos¢ testow laboratoryj-
nych in vitro do oceny odpornosci mieszancow
miedzygatunkowych oraz rzepaku w stadium
siewki, ktore moga by¢ stosowane do prese-
lekeji odpornosci mieszancow migdzygatunko-
wych na Leptosphaeria sp. i Alternaria sp.

— Metoda inokulacji patogenami Leptosphaeria
sp. oraz Alternaria sp., polegajacej na kalecze-
niu i zakazaniu todyg roslin pozwala na wyse-
lekcjonowanie nowych genotypow odpornych
1 nieodpornych roélin z plemienia Brassicace-
ae.

— Stwierdzono przydatno$¢ startera OPY10,
ktory moze by¢ kojarzony z podwyzszona
odpornosciag mieszancow  migdzygatunko-
wych na Leptosphaeria sp. oraz Alternaria
sp. Najbardziej odporne genotypy w wigkszo-
sci przypadkéw posiadaty DNA pochodzace
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od gatunku B. oleracea, B. taurica oraz kapu-
sty brukselskie;j.
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Celem zadania bylo ustalenie tozsamosci tran-
skryptow podlegajacych zroznicowanej ekspresji
u genotypow roslin z rodzaju Brassica infekowa-
nych Plasmodiophora brassicae oraz ich mapo-
wanie na genom kapusty, wytypowanie genow
kandydackich biorgcych wudziat w reakcjach
odpornosciowych roslin kapustowatych oraz ich
walidacja poprzez ilo§ciowg analizg ekspres;ji.

Przeprowadzono analizy BLAST dla 150
wyizolowanych fragmentow cDNA-AFLP ulega-
jacych zroznicowanej ekspresji podczas infekcji.
Wykazano, ze 63% zidentyfikowanych fragmen-
tow genoéw koduje biatka o okreslonej funkcji,
a 80% wykazuje podobienstwo do referencyjnych
sekwencji genomow wykorzystanych do analiz:
B. napus (AACC), B. oleracea (CC) oraz B. rapa
(AA).

Do walidacji wytypowano 45 genow kandy-
dujacych, prawdopodobnie  uczestniczacych
w reakcjach odpornosciowych, a w roku 2019
analizy ekspresji wykonano dla 15 genow kodu-
jacych: 1) biatka odpornosciowe TIR-NBS-LRR;
2) kinazy serynowo-treoninowe; 3) hydrolazy
i dehydrogenazy; 4) biatka zwigzane z syntezg
metabolitow wtérnych oraz 5) biatka receptorow
btonowych. Materiat roslinny do badan stanowito
7 genotypow roslin z rodzaju Brassica o roznym
poziomie odpornosci na kite kapusty oraz geno-
typ wrazliwy, infekowane P. brassicae patotyp 2.

Analizie poddano geny kodujace biatka

zaangazowane w reakcje odporno$ciowe: biatko
N, biatko Pid3, bialko PDCDI, bialko MA3 oraz
proteaze SBT3.3. Profile ekspresyjne dla genow
kodujacych biatka N oraz PDCD1 byly podobne
u genotypow wykazujacych niski stopien pora-
zenia w ocenie makroskopowej: kapusty glowia-
stej ‘Kilaton F’, kapusty pekinskiej ‘Bilko F’,
rzepaku ‘Mendel F’°, brukwi ‘Wilhelmsburger’
oraz rzepy ECDO03. Wzgledny poziom ekspresji
gendow kodujacych biatka Pid3 oraz MA3 wzra-
stat w czasie infekcji u kapusty glowiastej ‘Kila-
ton F °. Inaczej wygladat profil ekspresyjny genu
kodujacego proteaze SBT3.3, ktorego najwyz-
szy poziom ekspresji obserwowano u kapusty
glowiastej ‘Kilaton F ’ oraz, w mniejszym stopniu
u rzepaku ‘Mendel F °, brukwi ‘Wilhelmsburger’,
rzepy ECDO3 i kapusty pekinskiej ‘Bilko F,’.
Zarowno biatko N, jak i PDCD1 okres$lane sg jako
biatka zwigzane z HR oraz PCD, ktore ogranicza-
ja rozprzestrzenianie si¢ patogena (McHale i wsp.
2006). Obronng funkcje biatka Pid3 potwierdzono
uryzu (Lv i wsp. 2013), natomiast biatka z dome-
na MA3 zaangazowane sg w procesy indukowania
PCD. Meyer i wsp. (2016) potwierdzili nadeks-
presje genu kodujacego proteazg SBT3 w rosli-
nach pomidora podczas mechanicznego zranienia
i zerowania fitofagoéw, natomiast prezentowane
wyniki sugeruja, ze nadekspresja tego genu moze
zachodzi¢ takze w tkankach nie uszkodzonych
mechaniczne.
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Analizie poddano takze geny kodujace kina-
zy ATM, TMKI, cdc7 oraz At5g24010. Kinazy
jako jedne z najwiekszych i najbardziej znacza-
cych rodzin biatkowych, maja wptyw na regula-
cje niemal wszystkich procesow biochemicznych
zachodzacych w komorce, a grupa kinaz seryno-
wo-treoninowych odgrywa znaczaca rolg w regu-
lacji odpowiedzi na sygnaty, czgsto wywotujace
stres oksydacyjny (Stone i Walker 1995; Chevalier
i Walker 2005). U badanych genotypéw obserwo-
wano stosunkowo niski wzgledny poziom ekspre-
sji genu kodujacego kinaze ATM. Prawdopodobnie
nie jest ona bezposrednio zaangazowana w procesy
odpornosciowe komorki podczas infekeji. Wzgled-
na ekspresja pozostatych kinaz byla najwyzsza
u genotypdw z najmniejszym stopniem porazenia
przez kile.

Analizie poddano geny kodujace hydrolazy Sgpp
oraz ABH, a takze dehydrogenazg B7. Ich ekspresja
w ro§linach infekowanych P. brassicae zalezna byta
od genotypu. Najwyzszy poziom wzglednej ekspre-
sji genu kodujacego hydrolaze Sgpp obserwowa-
no u kapusty gtowiastej ‘Kilaton F,” oraz rzepaku
‘Mendel F’, a hydrolazg ABH — jedynie u rzepaku
‘Mendel F °. Najwyzszy poziom wzglednej ekspre-
sji genu kodujacego dehydrogenaze B7 obserwo-
wano u genotypow wykazujacych niski stopien
porazenia — kapusty glowiastej ‘Kilaton F’, rzepa-
ku ‘Mendel F’, rzepy ECDO03 oraz kapusty pekin-
skiej ‘Bilko F’. Wykazano, ze u wielu roslin geny
kodujace dehydrogenazy ALDH, do ktoérych nalezy
dehydrogenaza B7, ulegaja nadekspresji podczas
ekspozycji na wiele czynnikow stresogennych (brak
wody, obecno$¢ metali cigzkich, wysokie zasolenie,
cieplo, zimno, promieniowanie UV itp.) (Broc-
ker i wsp. 2013), a nadekspresje genu kodujacego
hydrolazg Sgpp moga wywotywac stresy abiotycz-
ne oraz biotyczne. U A. thaliana nadekspresje¢ genu
Sgpp obserwowano w komorkach korzeni podczas
ekspozycji na zasolenie oraz stres oksydacyjny
(Caparros-Martin i wsp. 2013).

Podsumowujac, wzgledny poziom ekspresji
wytypowanych do badan genow byl zrdznico-
wany 1 zalezal od genotypu. Wzgledne poziomy
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ekspresji genéw kodujacych biatka opornosciowe
z domeng TIR-NBS-LRR byty najwyzsze u geno-
typodw, u ktorych nie obserwowano objawow
choroby. Wzgledne poziomy ekspresji genow kodu-
jacych kinazy serynowo-treoninowe byly najwyz-
sze u jednego genotypu: rzepy ECDO03, ktora
w badaniach prowadzonych w latach 2016-2018
wykazywala najwyzsza odporno$¢ na badane pato-
typy patogena oraz u kapusty glowiastej ‘Kilaton
F’, ktéra w ocenie makroskopowej nie wykazywa-
ta symptomow choroby.
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odpornosci na kite kapusty oraz charakterystyka
aktualnej populacji patogenu w Polsce
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Stowa kluczowe: Brassica, kita kapusty, odpornos$¢ rzepaku, Plasmodiophora brassicae

Identyfikacja zroédet odpornosci na kite kapu-
sty w polskich i §wiatowych zasobach genowych

Celem tematu bylo oznaczenie podatno$ci
200 genotypow na 6 patotypoéw Plasmodiopho-
ra brassicae. Oceniono odpornos¢ 192 form
mieszancowych rzepaku o zmienionym skladzie
kwasow ttuszczowych, w tym linii HOLL (IHAR,
Oddziat Roslin Oleistych w Poznaniu) oraz 8 form
standardowych. Badania wykonano za pomoca
biotestow glebowych w komorach szklarniowych
z regulacja temperatury, wilgotnosci i fotope-
riodu. Doswiadczenie prowadzono w doniczko
-paletach, w substracie z dodatkiem kwasnego
torfu. Testy wykonano w dwoch powtodrzeniach
biologicznych, z podzialem na okres wiosenny
i jesienno-zimowy, w celu poréwnania wyni-
kéw otrzymywanych w roéznych porach roku.
W przypadku wszystkich badanych izolatow
stwierdzono rozszczepianie si¢ cechy odpornosci
1 wystepowanie form wysoce podatnych, posred-
nich i1 nieporazonych. Liczba poszczegdlnych
form zalezata od genotypu. Proporcja form odpor-
nych do podatnych wynosita zar6wno 1:1, odno-
towano rowniez inne proporcje migdzy formami
odpornymi i podatnymi, a takze formy catkowicie
odporne (bardzo nieliczne) i w pelni podatne. Nie
stwierdzono istotnych rozbieznosci migdzy wyni-
kami uzyskanymi w okresie wiosennym i jesien-
no-zimowym.

Identyfikacja i charakterystyka ras Plasmo-
diophora brassicae w Polsce

W wielu rejonach Polski prowadzono moni-
toring zwigzany z analiza zagrozenia przez
Plasmodiophora brassicae. Gtownie dotyczyt
on obszarOw zwigzanych z intensywng uprawa
rzepaku, w tym wybranych cze$ci wojewodztwa
pomorskiego, zachodniopomorskiego dolno-
slaskiego, slaskiego, opolskiego, kujawsko-po-
morskiego a takze lubuskiego. Jak ustalono
w poprzednich latach, wojewodztwa te naleza
do obszaréw silnie zagrozonych wystgpieniem
kity kapusty. Identyfikacja patotypow dotyczyta
izolatow P. brassicae zebranych na terenie Polski
w ramach ekspedycji na tereny zgtaszane przez
rolnikow uprawiajgcych rzepak. Wyrosla suszono
w temperaturze pokojowej i/lub mrozono. Ozna-
czenie ras wykonano na standardowym zestawie
testowym wg. Somé i in. (1996). Oceng stopnia
porazenia przeprowadzono za pomocg metody
LAMP (Kaczmarek i in. 2014). Wykazano obec-
no$¢ pigciu patotypow, przy czym przewazaty
i wystepowaly w podobnej proporcji patotypy
P1B oraz P3B (po 27%). Patotypy wystepujace
w kolejnosci to P3A (23%) i P1A (20%). Najrza-
dziej wystepowat patotyp P2A (3%). Miedzy pato-
typami nie stwierdzono polimorfizmu sekwencji
w regionach rybosomalnych lecz stwierdzono
polimorfizm sekwencji ITS1 i ITS2.
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Analiza genetyczna (metagenomika mikroorga-
nizméw metodg shotgun, NGS Illumina) mikrobio-
mu zawartego w probkach gleby wykazata ich duze
podobienstwo. Stwierdzono, ze 97% z 10 milionow
odczytow stanowity bakterie. Najliczniejsza grupe
stanowity Proteobacteria (44%), z nich za$ 31%
nalezalo do klasy Alphaproteobacteria, do rzgdu
Rhizobiales. W obrebie gromady stwierdzono 257
identycznych jednostek taksonomicznych (OTU),
w obrebie klasy 356, rzedu 1177, rodzaju 1260,
natomiast identycznych gatunkéw bylo az 3414.
Wykazano, ze w badanych glebach wykazano obec-
nos$¢ sekwencji stwierdzonych uprzednio migdzy
innymi u rodzajow Bacillus, Clostridium, Rumino-
coccus, Cellulomonas, Streptomyces, oraz Arthro-
bacter.

Przeniesienie odpornosci na kile kapusty
z odpornych form Brassica do rzepaku i charakte-
rystyka jako$ci nasion wybranych form mieszanco-
wych

Celem tematu byto otrzymanie potomstwa F,
mieszancow miedzygatunkowych z krzyzowan
wybranych odmian rzepaku ozimego (B. napus
L.) z genotypami o potencjalnej odpornosci na kite
kapusty oraz wyprowadzenie potomstwa F BC,
Materiat roslinny stanowily dwa wybrane geno-
typy z rodziny Brassicaceae, tj. Raphanus sativus
oraz B. rapa o podwyzszonej odpornosci na kite
oraz cztery odmiany rzepaku ozimego tj. Graf F1,
Arsenal, Jet Neuf oraz Californium. Wykonano
778 krzyzowan oddalonych w o$miu kombina-
cjach i otrzymano 162 tuszczyny (ptodnosc 21,0%).
Wsrod badanych kombinacji krzyzowan najwyz-
sza plodnos¢ odnotowano w przypadku form
mieszancowych B. napus Californium x B. rapa
(32,4%), a najnizsza w kombinacji B. napus Arse-
nal x R. sativus (12,8%), dla ktorej otrzymano
tylko 11 tuszczyn. W kulturach in vitro izolowa-
nych zarodkéw obserwowano stosunkowo wysoka
efektywnos$¢, mierzong liczba zregenerowanych
roslin (71), $rednio 42,2% przy zakresie od 0,0%
do 66,6%. Z kazdej tuszczyny s$rednio uzyskiwano
tylko jeden zarodek. Efektywnos¢ przeprowadzo-
nych krzyzowan wstecznych wyrazona ptodno$cig
w przypadku krzyzowanych genotypow byta znacz-
nie nizsza niz efektywno$¢ krzyzowan miedzyga-
tunkowych (odpowiednio 10,7% i 21,0%). W tym
przypadku na cztery przeprowadzone kombinacje
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krzyzowania, zapylone zostaty 272 kwiaty, z czego
uzyskano 29 nasion. Oznaczono zawarto$¢ wiok-
na, glukozynolanow, ttuszczu i biatka w nasionach
migdzygatunkowych mieszancow pokolenia F,
otrzymanych z wybranych kombinacji krzyzowan
pomiedzy B. napus i B. rapa oraz B. oleracea.

Cytogenetyczna analiza mieszancow Brassica
odpornych na kite kapusty (P. brassicae)

Celem badan prowadzonych w ramach
tego tematu byla identyfikacja chromosomow
u gatunkow i form mieszancowych Brassicace-
ae, z wykorzystaniem techniki fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (FISH) z sekwencjami chro-
mosomowo i genomowo specyficznymi. W anali-
zach FISH, z wykorzystaniem sekwencji rDNA (5S
i 35S rDNA) jako sondy, materiat roslinny stano-
wily gatunki: B. oleracea, B. rapa, R. sativus oraz
B. napus. Wsréd analizowanych roslin zidentyfiko-
wano odpowiednio 18, 20, 18 i 38 chromosomow.
Zastosowane sondy rDNA pozwolity na identyfi-
kacje wybranych par chromosomow w kariotypie
— Al, A10, A3, A5/A6/A9 (pochodzace z genomu
B. rapa) oraz C4, C7 1 C8 (pochodzace z genomu
B. oleracea). Mapowanie fizyczne sekwencji rDNA
wykazato zmienno$¢ w liczbie loci sekwencji 5S
1 35S rDNA. W obrebie linii B. napus obserwo-
wano od 8 do 14 loci 5S rDNA oraz od 9 do 15
loci 35S rDNA. Wsrdd analizowanych genotypow
najczestszym wzorem byt uktad 10 loci 5S i 12 loci
35S rDNA. Zmiany w liczbie genéw kodujacych
rybosomalny RNA wynikaja najprawdopodobniej
z delecji i/lub amplifikacji sekwencji i przeniesie-
nia jej do chromosomow, ktére nie niosty wezesniej
sekwencji rDNA (wigksza liczba loci niz spodzie-
wana) lub tez powstaty na skutek delecji locus
rDNA w obrgbie chromosomu (mniejsza liczba loci
niz spodziewana).
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zrédta odpornosci

Zadanie dotyczy dwoch najwazniejszych
pod wzgledem gospodarczym chorob kukury-
dzy powodowanych przez grzyby z rodzaju
Fusarium spp. jakimi sg zgorzel podstawy tody-
gi oraz fuzarioza kolb. Choroby te maja wptyw
nie tylko na plon uzyskiwanego ziarna lub zielo-
nej masy, lecz w sposob istotny warunkujg jego
jakos¢. Sprawcami sa metabolity wtorne grzy-
bow z rodzaju Fusarium spp., ktére sa wyso-
ce szkodliwe dla ludzi i zwierzat. Hodowla
i wykorzystanie w uprawie odmian odpornych
sa powszechnie uznane za najbardziej oplacalng
i przyjazng $rodowisku metode ochrony ro$lin
(Czembor, Frasinski, 2018; Czembor i in., 2018,
Vasileaidis i in., 2011, Zijlstra i in., 2011)

Celem zadania jest identyfikacja cech feno-
typowych kukurydzy warunkujacych jej odpor-
nos$¢ na fuzarioze kolb 1 zgorzel podstawy todygi
oraz okre$lenie efektywnosci tych cech w progra-
mach poszukiwania zrodet odpornosci. W 2019
roku prowadzono wielocechowg charakterystyke
pokolen F, i ich form rodzicielskich wraz z okre-
Sleniem efektu heterozji i wspotczynnika odzie-
dziczalnosci dla stopnia odporno$ci na fuzarioze
kolb. Efektywnos¢ poszukiwania Zrodet odporno-
$ci metoda rodowodowa w oparciu o oceny cech
fenotypowe 1 oceny porazenia fuzarioza kolb
i zgorzeli podstawy lodygi po zakazeniach sztucz-
nych okreslono na podstawie wynikow uzyska-
nych dla pokolenia S, oraz wiclosrodowiskowe;j

oceny pokolenia S,.

Do badah wigczono 40 mieszancow F, oraz
ich form rodzicielskich, - nalezaty do pul geno-
wych KOB i SH (16 KOB i 24 SH, w trzech
powtorzeniach, niezaleznie dla fuzariozy kolb
i zgorzeli podstawy todygi). Byly to formy
o typie ziarna szklistym i ze¢boksztaltnym oraz
roznigce si¢ pod wzgledem wczesno$ci, morfolo-
gii kolby i cech fenotypowych (wysokosci, typu
wiechy, zawarto$ci antocyjanu w wybranych
czgsciach rosliny). Ocene odpornosci na fuza-
rioz¢ kolb prowadzono w skali 1-7 a zgorzeli
podstawy todygi w skali 1-9 (1=brak objawow
choroby). Przebieg warunkéw atmosferycznych
W sposob istotny wplynal na uzyskane wyniki.
W koncowej fazie wegetacji opady byly ciagte,
sprzyjajac rozwojowi grzyba. Formy zgboksztalt-
ne, ktorych ziarniaki sg bardziej podatne na pora-
stanie grzybniag (okrywa owocowo-nasienna
w gornej czesci jest bardziej cieka niz u form
szklistych) zostaly ocenione jako podatne lub
bardzo podatne. Dlatego nie zostaly uwzgled-
nione w koncowych analizach, a do$wiadczenia
dla tych form zostang powtorzone. Mieszance
puli genowej KOB $rednio wykazaty si¢ wicksza
podatnoscia na fuzarioze kolb oceniang po zaka-
zeniach sztucznych ($rednia dla ocena 4,4,
zakres 2,6-6,2) w stosunku do mieszancéw puli
genowej SH (srednia dla ocen 4,1, zakres 3,5-5,4).
Natomiast mieszance puli genowej SH byty
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bardziej podatne na zgorzel podstawy todygi (Sred-
nia dla ocen 3,9; zakres 2,7-5,5). Stopien odporno-
Sci na zgorzel podstawy todygi F, KOB oceniono
srednio na 3,4 zakres 2,9 — 4,3).

Zawarto$¢ antocyjanu i morfologia kolby wpty-
wata na rozwoj choroby. Oceny porazenia po zaka-
zeniach sztucznych korespondowaly dodatnio
do zawartosci DON oznaczonej w probach maki
uzyskanych po zmieleniu kolb, jednak wspotzalez-
nosci te nie byty tak istotne jak w innych latach, gdy
rozktad opadéw jest rdwnomierny na przestrzeni
catego okresu wegetacyjnego.

Wykazano, ze na wielkos¢ wspotczynnika
odziedziczalno$ci roéwniez wplywala w sposob
istotny pula genowa i typ ziarna: A’ dla fuzario-
zy kolb byla w zakresie 54% - 93%. Dla DON
w grupie KOB zgboksztaltnych byta wysoka, nato-
miast dla szklistych znacznie nizsza. Dla cech,
ktére mogg by¢ potencjalnymi markerami odporno-
sci na fuzariozg kolb takich jak zawarto$¢ antocy-
janu w pylniku — w grupie KOB warto$¢ A°, byta
wysoka — 80,5% (szkliste) i 91,3% (zgboksztalt-
ne); w grupie SH — warto$¢ niska (ponizej 50,0%).
Wyzszy wspolczynnik odziedziczalnosci stwier-
dzono dla antocyjanu w todydze (oprécz form
szklistych w puli genowej SH). Wysoki wspot-
czynnik odziedziczalnosci wykazano rowniez dla
dtugosci kanatu kolby (od rdzenia do konca lisci
okrywowych w okresie kwitnienia kwiatostanow
zenskich) dla puli genowej SH 1 KOB o typie ziar-
na zeboksztaltnym oraz dlugosci osadki kolby
po zbiorze.

Badajac efektywnos$¢ poszukiwania zrodet
odpornosci na fuzarioze kolb i zgorzel podstawy
lodygi metoda rodowodowa po zakazeniach sztucz-
nych F. graminearum w oparciu o oceny poraze-
nia 1 potencjalnie fenotypowe cechy markerowe
do badan wlaczono materialy po 3 cyklach selek-
cji (S,). Materiaty puli genowej KOB po zapyleniu
wsobnym zostaly ocenione jako bardziej podatne,
ale potwierdzeniem tego beda analizy DON dla
pokolenia S, w kolejnym roku badan. Na podstawie
wielocechowej charakterystyki pokolenia S, wyka-
zano, ze zawarto$¢ antocyjanu i diugos$¢ kanaty
kolby moze by¢ potencjalnym markerem odporno-
$ci na fuzarioze kolby.

Przeprowadzono rowniez wielosrodowiskowa
oceng linii pokolen S, wyselekcjonowanych w cyklu
badan prowadzonych w latach 2015-2018 (150 linii).
Materiaty scharakteryzowano z uwzglednieniem
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odpornosci na fuzariozg kolb i zgorzel podstawy
todygi po zakazeniach sztucznych (w 1 srodowisku)
i przy infekcji naturalnej (w 2 $rodowiskach) oraz
cech fenotypowych. Stwierdzono, ze pula genowa
SH wykazala si¢ wysoka podatnoscig na zgorzel
podstawy todygi, natomiast pula KOB byta bardziej
podatna na fuzarioz¢ kolb, co moze by¢ zwigzane
zro6znicg we wezesnosci (wspotzaleznosci dodatnie),
potwierdzajgc wyniki uzyskane dla mieszancow F,.
Aby potwierdzi¢ stopien podatnosci materiatow
na fuzarioze kolb, dla wybranych linii oznaczono
zawartos¢ DON w osadkach roslin, ktorych kolby
byly zakazane sztucznie. Srednio, zawarto$é DON
dla pokolenia S, byta znacznie wyzsza niz dla
mieszancow F . Uzasadnieniem tego moze by¢ fakt,
ze uwsobnienie materiatu spowodowato obnize-
nie odpornos$ci na grzyba F. graminearum, ktore-
go metabolitami wtornymi sg toksyny (DON) oraz
ze analizy zostaly wykonane dla prob maki z osadek
(wczesniejsze badania wykazaly, ze akumula-
cja tej toksyny jest wyzsza w tej czesci kolby niz
W ziarnie).
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Tabela 1

Wspélezynniki odziedziczalno$ci dla stopnia odpornosci na fuzarioze kolb, zgorzeli podstawy lodygi i innych cech
morfologicznych i fizjologicznych, ktore potencjalnie moga by¢ ich markerami.

fuzarioza kolb o .
: wezesnosé antocyjan
pula typ wspotczynnik DON |wysokos¢
genowa |ziarna| odziedziczalno$ci . (ppb) | $rednia . dni do i
zakazane | nafuraina dni do wysunigcia | wiecha Inik | stupki |todyga 1dzeh
2019 | 20191 pylenia Syhlpkgw py P Y& | olby
szerokim zakresie 99,0% 97,7%  98,0% 95,5% 99,4% 99,9% 100,0% 100,0% 100,0%
flint
waskim zakresie 99,0%  79,6%  93,2% 19,5% 74,5% 28,7% 58,4% 17,4% 100,0%
SH
szerokim zakresie  97,8%  96,1% 98,9% 97,5%  100,0% 100,0%  100,0% 100,0% 97,3% 100,0% 100,0%
dent
waskim zakresie 93,3%  658% 82,7% 58,4%  49,7% 65,1% 72,6% 32,4% 59,5% 60,3% 100,0%
szerokim zakresie ~ 98,4%  89,6% 98,9% 95,6%  93,7% 96,5% 97,2% 99,8% 97,3% 99,4% 96,5%
flint
waskim zakresie 58,3%  874% 36,1% 66,9% = 44,3% 54,8% 50,3% 96,2% 80,5% 90,3% 45,3%
KOB
szerokim zakresie  98,5%  97,3% 99,4% 94,3%  97,3% 99,2% 98,6% 96,6% 99,0% 97,0% 98,5%
dent
waskim zakresie 544%  66,0% 99.4% 583%  66,0% 25,3% 84,5% 95,5% 91,3% 51,2% 98,5%
Tabela 1 cd.
morfologia kolby
pula | typ wspotczynnik “ i “a ) o | MTZ . waga liczba
genowa |ziarna| odziedziczalnosci ;glzlggf; (Ezr%glic S(E]pgko(f& zbitod¢ lisci | dlugos¢ osadki | $rednia Zlarezlg/l)(olbq ziaren/kolbie
(mm) (mm) (mm) okrywowych po zbiorze
szerokim zakresie | 97,8% 99,6% 98,7% 100,0% 97.8% 99,6% 97,0% 98,2%
flint
waskim zakresie | 12,0% 88,2% 17,9% 35,8% 97,8% 99,6% 97,0% 98,2%
SH
szerokim zakresie | 99,5% 99,2% 99,3% 100,0% 97,6% 98,1% 98,8% 99,1%
dent
waskim zakresie | 91,4% 69,4% 28,1% 41,9% 76,9% 96,0% 44,9% 50,5%
szerokim zakresie | 97,5% 98,5% 99,1% 100,0% 97,6% 98,2% 98,8% 94,5%
flint
waskim zakresie 3,5% 31,8% 21,9% 19,2% 43,2% 56,7% 92,7% 60,0%
KOB
szerokim zakresie | 99,8% 99,7% 99,2% 100,0% 95,3% 94,1% 98,7% 98,8%
dent
waskim zakresie | 93,7% 98,8% 68,1% 36,0% 95,3% 94,1% 98,7% 98,8%
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Fusarium temperatum - znaczenie i szkodliwos¢
w uprawie kukurydzy, poszukiwanie
i charakterystyka zrodet odpornosci

Fusarium temperatum — importance and harmfulness in maize crops, search
and characterization of resistance sources
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Ewa Mirzwa-Mré6z ', Emilia Jabtonska ', J6zef Adamczyk 3, Anna
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2|nstytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin, - Panstwowy Instytut Badawczy, Radzikéw, 05-870 Bfonie,

3Hodowla Roslin Smolice Sp. z 0.0. Grupa IHAR, Smolice 146, 63-740 Kobylin,

4Matopolska Hodowla Roslin Sp. z 0.0. Stacja Hodowli Roslin Kobierzyce, ul. Sportowa 21, 55-040 Kobierzyce,
P4 e-mail: marcin_wit@sggw.pl, tel. 22 5932034

Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postgpu biologicznego
w produkcji roslinnej, dofinansowane na podstawie § 9 ust. 1 pkt 1 oraz zadania nr 92 w zalgczniku
nr 8, do rozporzqdzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 20151 w sprawie stawek
dotacji przedmiotowych dla roznych podmiotow wykonujgcych zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. poz.

1170, z pozn. zm.). Zadanie nr 92.

Stowa kluczowe: Fusarium temperatum, Zea mays, amylose content, mycotoxins

Fuzarioza kolb kukurydzy (FKK) jest uwaza-
na za jeden z najwazniejszych problemow
w uprawie tej rosliny. Szkodliwo$¢ choroby pole-
ga na znaczagcym spadku plonu, uzyskiwaniu
ziarna gorszej jakosci oraz jego zanieczyszcze-
niem metabolitami wtoérnymi Fusarium spp. Jest
to choroba o zlozonej etiologii a wsrod czynni-
kow sprawczych wymienia si¢ mi¢dzy innymi:
Fusarium graminearum, Fusarium culmorum,
Fusarium avenaceum, Fusarium verticillioides,
Fusarium subglutinans 1 Fusarium proliferatum.
O ile ocena znaczenia wymienionych gatunkéw
byla przedmiotem licznych analiz i opracowan,
o tyle wiedza na temat porazenia kukurydzy
(odmian, linii hodowlanych) przez Fusarium
temperatum jest fragmentaryczna (Gromadz-
ka i in. 2017, Scauflaire i in. 2011, Stepien i in.
2018).

Izolaty Ftemperatum pochodzily z ziarnia-
kéw uzyskanych z kolb wykazujacych objawy
fuzariozy rozwijajacej si¢ w nastepstwie infekcji
naturalnych. Izolacje i identyfikacj¢ prowadzono
z zastosowaniem standardowych metod majacych
zastosowanie w diagnostyce mykologicznej Fusa-
rium.Wiarygodnosc¢diagnostykibytapotwierdzana

molekularnie. Analiza molekularna opierata si¢ na
sekwencjonowaniu EF-Ila oraz f-tubuliny uzna-
wanych za podstawowe markery barkodingu.

Celem badan podjetych w 2019r. byta:

— Ocena podatnosci linii hodowlanych Zea
mays na porazenie przez Fusarium tempera-
tum.

— Analiza profilu metabolitéw wtornych wyste-
pujacych w materiale roslinnym porazonym
przez Fusarium temperatum.

— Analiza populacji Fusarium temperatum
w zakresie cech istotnych w patogenezie
i epidemiologii fuzariozy kolb kukurydzy.

Oceng patogenicznos$ci przeprowadzono dla
50. izolatow Ftemperatum w warunkach szklar-
niowych. Stwierdzono istotne zrdéznicowanie
tej cechy w obrgbie badanej populacji patoge-
néw. Izolatami dajagcymi najbardziej rozlegte
zmiany na pedach inokulowanych ro$lin byty
izolaty: PFt-450, PFt-449, PFt-437, PFt-416
i PFt-444. Stanowily one podstawe¢ do badan podat-
nosci genotypow kukurydzy przez Ftemperatum.
W badanej populacji 50. izolatow F.temperatum
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frekwencja wystepowania dopehiajacych typow
kojarzeniowych MATI-1 1 MATI-2 wyniosta odpo-
wiednio 26 do 24.

W 2019 roku stopien porazenia kolb badanych
120 genotypdw kukurydzy oceniane w dwoch loka-
lizacjach (Hodowla Roslin Smolice i IHAR-PIB
Radzikéw oraz Matopolska Hodowla Roslin, Stacja
Hodowli Roslin Kobierzyce i IHAR-PIB Radzi-
kow) byt na poziomie $rednim. Zakres zmienno$ci
analizowanej cechy, w oparciu o 6. stopniowg skale
wahat si¢ od 0,74 do 2,95. Sredni stopief poraze-
nia materiatbw pochodzacych z hodowli MHR
Kobierzyce (1,42) i HRS Smolice (1,33) roznit si¢
znacznie i réznica ta przy a =0,05 byla statystycznie
istotna.

Na podkreslenie zastuguje stwierdzenie wiek-
szej podatnosci na porazenie form dent niz flint,
a stopien ich porazenia wynosit odpowiednio 1,43
i 1,32. Zaleznos¢ taka obserwowano w przypad-
ku trzech lokalizacji do$wiadczenia tj. Smoli-
ce, Kobierzyce i Radzikow. Porazenie form dent
i flint wynosito odpowiednio: 1,561 1,29 (w Smoli-
cach), 1,251 1,16 (w Radzikowie) oraz 1,64 i 1,63
(w Kobierzycach). Roznice w dwoch lokalizacjach
doswiadczenia (Smolice i Radzikow) byty istotne
statystycznie. Stwierdzono istotny wptyw $rodo-
wiska na stopien porazenia kolb kukurydzy przez
Ftemperatum. lstotnie silniej kolby byly poraza-
ne w Kobierzycach (1,64) i Smolicach (1,43), niz
w Radzikowie (1,21). Uzyskane wyniki wskazuja
na zroznicowang podatno$¢ materiatow hodow-
lanych na porazenie a zmienno$¢ porazenia miata
charakter ciagly. Taki rozktad cechy jest typowy dla
interakcji gospodarz patogen o charakterze rasowo
niepecyficznym, a zatem do$¢ typowym przy ocenie
porazenia ro$lin przez Fusarium spp.

Okreslenie procentowego udzialu amylozy
w ogoblnej zawartosci skrobi przeprowadzono dla
wybranych 160 prob ziarniakow kukurydzy, pocho-
dzacych z do$wiadczen zalozonych na terenie pol
doswiadczalnych HR Smolice (40 préob), MHR
Kobierzyce (40 prob) oraz IHAR-PIB w Radziko-
wie (80 prob). Zakres zmienno$ci tej cechy wahat
si¢ od 21,52% do 38,06% i od 20,67% do 36,65%,
odpowiednio dla form typu flint i dent.

Zarowno w porazonych ziarniakach pochodza-
cych z doswiadczen inokulacyjnych, jak rowniez
w warunkach in-vitro (na ziarniakach ryzu) wyka-
zano, ze dominujaca grupg mykotoksyn biosynte-
tyzowanych przez izolaty F. temperatum sa zwiazki
heksadepsypeptydowe tj. bowerycyna (BEA) i enia-
tyny (ENN).

Lacznie analizami objeto wybranych 160 prob
ziarniakdw pochodzacych z do§wiadczen polowych
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prowadzonych na terenie wyzej wymienionych
lokalizacji. W materiatach hodowli Kobierzyce
srednia zawarto$¢ BEA w probach kukurydzy typu
dent wynosita 3,81 ppm (doswiadczenie w Kobie-
rzycach) i 1,49 ppm (doswiadczenie w Radzikowie).
W probach kukurydzy typu flint $rednia zawar-
to$¢ bowerycyny wynosita 7,56 ppm (doswiadcze-
nie w Kobierzycach) i 2,16 ppm (doswiadczenie
w Radzikowie). W materiatach hodowli Smolice
srednia zawarto$¢ BEA w probach kukurydzy typu
dent wynosita 5,56 ppm (doswiadczenie w Smoli-
cach) i 0,94 ppm (doswiadczenie w Radzikowie),
za$ w probach kukurydzy typu flint §rednia zawar-
to$¢ tego metabolitu wynosita 9,17 ppm i 2,26 ppm,
odpowiednio dla dwoch wyzej wymienionych loka-
lizacji.

W materiatach hodowli Kobierzyce w probach
ziarniakow kukurydzy typu dent $rednia zawarto$¢
ergosterolu (ERG) wynosita 24,51 ppm (doswiad-
czenie w Kobierzycach) i 11,16 ppm (doswiad-
czenie w Radzikowie), za§ w probach kukurydzy
typu flint $rednia zawarto$¢ tego zwiazku wyno-
sita 31,02 ppm (doswiadczenie w Kobierzycach)
i 13,57 ppm (do$wiadczenie w Radzikowie).
W materiatach hodowli Smolice $rednia zawar-
to$¢ ERG w probach kukurydzy typu dent wynosi-
fa 20,15 ppm (doswiadczenie w Smolicach) i 8,26
ppm (doswiadczenie w Radzikowie), natomiast
w probach kukurydzy typu flint $rednia zawartos¢
tego metabolitu wynosita 24,15 ppm i 12,18 ppm,
odpowiednio dla do$wiadczen zlokalizowanych
w Smolicach i Radzikowie.

Profil mikotoksyn produkowanych przez
Ftemperatum zbadano dla 50. izolatow. Na ziarnia-
kach ryzu wszystkie izolaty syntetyzowaly bowe-
rycyne (BEA). Sredni poziom tego metabolitu
wynosit 1056,1 ppm. W obrgbie analizowanej popu-
lacji grzyba 49. izolatoéw produkowato eniatyne Al.
Sredni poziom tego metabolitu wynosit 33,5 ppm.
Eniatyny B i Bl syntetyzowato odpowiednio 19.
i 23. izolaty Ftemperatum. Sredni poziom ENN B
dla populacji przebadanych izolatow wynosit 12,7
ppm, za§ ENN B1 -21,6 ppm. Zaden z przebadanych
50. izolatow patogena nie wytwarzat eniatyny A oraz
fumonizyn. Sredni poziom ergosterolu dla popu-
lacji przebadanych izolatow wynosit 580,2 ppm.

Whioski:

— Badane materialy hodowlane r6znig si¢ podat-
nos$cig na porazenie przez Fusarium tempera-
tum.

— Formy dent sg bardziej podatne na porazenie
przez Fusarium temperatum, niz flint wsrod
badanych materiatéw hodowlanych kukurydzy.
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Formy flint i dent ro6znig si¢ pod wzgledem
udziat amylozy w strukturze skrobi.

Istotny wptyw na zawarto$¢ amylozy w skrobi
maja warunki srodowiska.

Sekwencje EF-la oraz f-tubulina umozliwiajg
jednoznaczng diagnostyke Fusarium tempera-
tum.

Struktura endospermu ma istotny wplyw
na porazenie ziarniakoOw przez Ftemperatum
oraz zawartos¢ bowerycyny.

Z uwagi na znaczenie Fusarium temperatum
za celowe nalezatoby uznaé¢ podjecie prac
zmierzajacych do opracowania markeréw
SCAR dla wspomnianego gatunku.
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Badania tolerancji odmian ziemniaka na stresy
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Drought tolerance of potato cultivars to abiotic stress in relation to climate change
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr HOR.hn.802.19.2018 Zadanie nr 59.

Stowa kluczowe: odmiana, susza glebowa, wysoka temperatura, ziemniak

Stres abiotyczny jest jednym z gléwnych
ograniczen produkcji roslinnej i bezpieczen-
stwa zywnos$ciowego na calym $wiecie. Sytuacja
pogorszaa si¢ z powodu drastycznych i szyb-
kich zmian klimatu. Upal i susza sa niewatpli-
wie dwoma najwazniejszymi stresami majacymi
ogromny wplyw na wzrost i wydajno$¢ roslin.
Bardzo wazne jest zrozumienie zaleznosci fizjo-
logicznych, biochemicznych 1 ekologicznych
zwigzanych z tymi stresami w celu wykorzystania
ich w hodowli nowych odmian. Wptyw streséw
abiotycznych na produkcje ziemniakéw wzrosnie
w ciggu nastepnych dziesigcioleci ze wzgledu
na zmiany klimatu i rozszerzenie uprawy tej rosli-
ny w warunkach suszy/upatow (Hijmanns 2003).
Ziemniak jest podatny na susze (Monneveux i in.
2013) z powodu plytkiego systemu korzenio-
wego 1 niskiej zdolnosci do regeneracji (Iwama
1 Yamaguchi 2006). Susza zmniejsza wzrost roslin
(Deblonde 1 in. 2001) oraz liczbe i wielko$¢ bulw
(Schafleitner i in. 2007). Wielkos$¢ skutkow suszy
zalezy od czasu jej trwania i stopnia nasilenia
(Schafleitner 2009). Hodowla ziemniakow odpor-
nych na wysoka temperature i susz¢ jest jednym
z najbardziej wykonalnych i praktycznych sposo-
boéw radzenia sobie z globalnym ociepleniem.
Dobra wskazowke dla hodowcdéw moga stanowic
informacje o wielkosci systemu korzeniowego.

Celem podjetych badan bylo wytypowanie
odmian o réznej wrazliwosci na suszg glebowa,

wysoka temperaturg, poznanie zalezno$ci pomig-
dzy tolerancyjnoscia ziemniaka na susze¢ glebowa
i wysoka temperature a budowa morfologiczng
i architekturg systemu korzeniowego, opraco-
wanie metod szybkiego wykrywania enzymow
odpowiedzialnych za tolerancyjnos¢ ziemniaka
na susze glebows.

Nasze wyniki wskazuja, ze oba stresy tj. suszy
glebowej 1 wysokiej temperatury powodowaty
zmiany w morfologii ro$lin. Susza miata wickszy
wplyw niz stres wysokiej temperatury. Najwick-
sze zmiany zachodzily jednak przy obu stresach
wystepujacych jednoczesnie.

Wykazano réwniez roznice odmianowe.
Najmniejsza powierzchnia asymilacyjna
w warunkach suszy glebowej charakteryzowala
si¢ odmiana Aldona, najwyzszg Otolia. Najmniej-
sza powierzchnig asymilacyjng w warunkach
suszy glebowej 1 stresu wysokiej temperatury
charakteryzowata si¢ odmiana Aldona, najwyzsza
Otolia 1 Mieszko. W warunkach suszy obserwo-
wano zmniejszenie zawartosci chlorofilu (SPAD).
Obserwowano réwniez roznice odmianowe.
Najwiekszy spadek tego wskaznika obserwowa-
no u odmiany Irmina. Oceniajac rosliny wg skali
wiedniecia, w warunkach suszy glebowej oraz
przy wystepowaniu dwoéch stresow jednoczesnie
najbardziej wigdla odmiana Mieszko najmniej
odmiana Otolia. Najmniejszym spadkiem plonu
w warunkach suszy glebowej charakteryzowaty
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si¢ odmiana Bojar. Najmniejszym spadkiem plonu
w warunkach suszy glebowej 1 wysokiej temperatu-
ry wystepujacych rownoczesnie charakteryzowata
si¢ odmiana Szyper najwickszym Otolia. W warun-
kach kontroli najwyzej plonowaly odmiany Bojar,
Irmina i Otolia.

Badania systemu korzeniowego w warunkach
stresow abiotycznych wykazaty, ze $rednio dla
odmian najwicksza $wieza i sucha mase korzeni
oraz najwiekszy udziat korzeni w catej bioma-
sie rosliny odnotowano w kombinacji z wysoka
temperaturg a nast¢epnie w kombinacji kontrol-
nej. Pod wplywem stresu suszy nastgpit spadek
wszystkich badanych parametrow. Najwickszy
spadek wartosci badanych parametréw mial miej-
sce w kombinacji gdzie zastosowano oba stresy tj
susz¢ 1 wysoka temperaturg. Spadek suchej masy
korzeni pod wptywem tylko stresu suszy wyno-
sit $rednio dla odmian 26% za$ pod wplywem
obu stresow zastosowanych jednoczesnie 44%.
Udziat korzeni w biomasie rosliny zmniejszyt
si¢ odpowiednio o 27 i 46% . Uzyskane wyniki
potwierdzaja zalezno$ci opisywane w literaturze.
Wiadomym jest, ze pod wplywem stresu suszy
nastepuje zmniejszenie zardwno masy nadziemnej,
jak i podziemnej roslin ziemniaka. Z danych lite-
raturowych wiadomo tez, ze pod wplywem stresu
wysokiej temperatury zwigksza si¢ masa nadziem-
na. Z naszych badan wynika, ze zwigksza si¢ tez
masa korzeniowego i udzial korzeni w biomasie
rosliny. Wynika to stad, ze ziemniak jest rosling
klimatu umiarkowanego i optymalna do tworzenia
bulw temperatura wynosi ok. 20°C. Zbyt wysoka
temperatura powoduje nadmierny rozwo6j zardéwno
cze$ci nadziemnej, jak i podziemnej rosliny.
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Badania biochemiczne szesciu odmian ziem-
niaka o roznej tolerancyjnosci na suszg wykazaty,
ze najwicksze zmiany zawarto$ci L-proliny obser-
wowano po 9 dniach wystepowania stresOw suszy
1 wysokiej temperatury. Najwiekszy wzrost L-proli-
ny odnotowano pod wptywem suszy w warunkach
wysokiej temperatury (38°C) u odmian Gwiazda,
Tajfun, Laskara. U odmiany Cekin zaobserwowa-
no spadek zawartosci L-proliny w tych warunkach.
W warunkach suszy glebowej przy optymalnej
temperaturze (21°C) obserwowano wzrost zawato-
$ci L-proliny u wszystkich badanych odmian.
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Stowa kluczowe: cechy kulinarne, interakcja genotypowo-srodowiskowa, plon bulw, stabilnos¢, zawarto$¢ skrobi,

ziemniak

Celem badan jest ocena wplywu interakcji
genotypowo-Srodowiskowej na ksztattowanie
zmienno$ci, ktora powstaje w odpowiedzi na zmie-
niajgce si¢ srodowisko uprawy. Ocena ta dotyczy
wybranych cech jakos$ci istotnych dla ziemniaka
jadalnego (smak, wady bulw, ciemnienie migzszu
bulw) oraz cech zwigzanych z ksztattowaniem sig
plonu. Analiza interakcji genotypowo-$rodowi-
skowej pozwoli na: (a) ocen¢ udziatu czynnikow
genetycznych, §rodowiskowych i interakcyjnych
w ksztaltowaniu poszczegdlnych cech oraz (b)
oszacowanie stopnia stabilnosci ekspresji cech
kulinarnych w ziemniaku jadalnym o zréznico-
wanym pochodzeniu.

W 2019 roku cele prac byly nastgpujace (1)
przeprowadzenie doswiadczen polowych w 3
lokalizacjach z wybranymi rodami i odmiana-
mi ziemniaka (drugi element 3-letniego cyklu),
(2) rozmnazanie badanych rodéow i odmian oraz
(3) selekcjonowanie klonow tetraploidalnych
wyrdzniajacych si¢ poziomem cech uzytkowych
1 wybranych cech odporno$ciowych.

W doswiadczeniach polowych oceniano 30
rodéow i 10 odmian ziemniaka. Ws$réd rodow
jest 11 genotypdéw pochodzacych z krzyzowan
interploidalnych (tj. typu odmiana skrzyzowana
z diploidalnym donorem cech jakoSciowych),
11 form odpornych na zaraze ziemniaka oraz 8
form pochodzacych z krzyzowan odmian jadal-
nych z rodami wlasnymi odpornymi na wirus Y

ziemniaka i $rednig odpornoscig na zarazg ziem-
niaka.

Doswiadczenia zatozono w dwoch miej-
scowosciach potozonych w centralnej Polsce
(z uprawa tradycyjna w Mlochowie i ekologiczna
w Grabowie) oraz w Boguchwale na potudnio-
wym wschodzie, w ktérej mozna oczekiwac natu-
ralnej silnej epifitozy zarazy ziemniaka (rowniez
uprawa tradycyjna). Doswiadczenia prowadzono
w uktadzie blokéw losowanych (3 bloki) z 7 krza-
kowymi poletkami. Rody i odmiany oceniano pod
wzgledem plonu bulw, zawarto$ci skrobi, nasile-
nia wad bulw oraz smaku i ciemnienia migzszu
bulw gotowanych. W Mtochowie prowadzono
takze 15 krzakowe rozmnozenia ocenianych
w doswiadczeniach rodéw i odmian.

Do ocen zroéznicowania wykorzystano anali-
z¢ wariancji i test Tukey’a lub test Kruskala
-Wallisa. Analiz¢ stabilnosci przeprowadzono
wykorzystujac wspotczynnik regresji (Eberhart
i Russel, 1966), wariancj¢ stabilnosci Shukli
(Shukla, 1972) i wspoélczynnik stabilnosci
AMMI — ASV (ammi stability value) (Gauch,
2006, Purchase i in., 2000). Obliczenia wykona-
no przy uzyciu programu R (R Core Team, 2015;
Mendiburu, 2015).

W przypadku wad bulw (oceny wg skali 1 —
4, gdzie 4 oznacza brak wad) oraz ocen smaku
i ciemnienia migzszu bulw gotowanych (wg skali
1 — 9, gdzie 9 najsmaczniejszy lub nieciemniejg-
cy migzsz), jako miare stabilno$ci zastosowano
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warto§¢ mediany i warto$¢ minimalng sposrod
wszystkich otrzymanych wartosci. W przypadku
wad bulw, jako warto$§¢ graniczng przyjeto mediang
>3 1 warto$¢ minimalng >2. Dla ocen smaku warto-
$ci te wynosity: mediana >6 i minimum >6, a dla
ciemnienia migzszu bulw — mediana >7 i minimum
>6,5.

W 2019 r. prowadzono takze selekcje wsrod 40
tetraploidalnych rodéw ziemniaka pochodzacych
od form wiasnych i odmian, bedacych donorami
odpornosci na zaraze¢ ziemniaka krzyzowanych
z donorami cech jakosci, ktérymi byly rody diplo-
idalne. Rody te utrzymywano na poletkach 15 krza-
kowych.

Wyniki przeprowadzonych w 2019 r. doswiad-
czen wskazuja na istotny wptyw genotypu (tj. bada-
nych rodow i odmian) oraz miejscowosci na badane
cechy. Najwyzszy plon bulw i najnizsza zawarto$¢
skrobi stwierdzono w Boguchwale (2,2 kg/krzak),
nizsze w Milochowie (1,3 kg/krzak), a najniz-
sze w Grabowie z uprawa ekologiczna (0,6 kg/
krzak). Zawarto$¢ skrobi byla najwyzsza w upra-
wie ekologicznej] w Grabowie (14,0%), a najniz-
sza w Boguchwale (12,3%). W przypadku plonu
i zawarto$ci skrobi stwierdzono wysoce istotng
statystycznie interakcje rodow/odmian z miejsco-
wosciami.

Najmniejsze  nasilenie wad  stwierdzono
w bulwach pochodzacych z uprawy w Mtochowie
i Grabowie (odpowiednio $rednie wartosci 2,91 3,0),
a najwyzsze w Boguchwale (§rednia ocena 2,5).
Najlepszy smak miaty bulwy pochodzace z upra-
wy ekologicznej ($rednia 6,6), a w pozostatych
lokalizacjach byt istotnie stabszy (6,5 w Mtocho-
wie i 6,0 w Boguchwale). W 2019 r. nie stwierdzo-
no réznic pomiedzy $rednimi ocenami ciemnienia
bulw pomiedzy poszczegdlnymi miejscowosciami
($rednie oceny od 7,1 do 7,2). Na otrzymane wyni-
ki ponownie duzy wplyw miat przebieg pogody
(dhugotrwata susza w centralnej Polsce).

W celu oceny stabilnosci plonu zastosowano
kilka parametrow wariancj¢ stabilnosci. Wspot-
czynniki regresji Eberharta i Russela (1966) dla
wiekszosci badanych rodow i odmian (wyjatkiem
byla bardzo wczesna odmiana Bellarosa) byt zbli-
zony do 1, co wskazuje na dynamiczny typ stabilno-
sci, czyli wyzsze plony w lepszych $rodowiskach.
Tylko w przypadku dwoch rodéw nie stwierdzo-
no istotnos$ci wspotczynnika regresji, co wskazuje
na biologiczny typ stabilnosci dla tych rodow.

Dwa pozostate parametry stabilnosci, tj. warian-
cja stabilnosci i ASV byty bardzo wysoko skorelo-
wane (r=0,92) i wskazuja na duza liczb¢ rodow/
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odmian o stabilnym plonie (35 rodéw/odmian stabil-
nych wg wariancji stabilnoscii 26 wg ASV). Liczba
rodow/odmian stabilnych na podstawie dwuletnich
badan (nieprezentowanych w tym komunikacie)
znacznie maleje (24 genotypy stabilne wg warian-
cji stabilno$ci). W przypadku parametru ASV cho¢
liczba form stabilnych jest podobna, ale przewaznie
ocena jednoroczna i dwuletnia wskazuje na roézne
genotypy stabilne.

Dodatkowo,  zmodyfikowano  wyjsciowy
ranking badanych genotypow wg rosnacego Sred-
niego plonu, uwzgledniajac statystyczng istotnosé
réznic pomiedzy badanymi genotypami oraz istot-
no$¢ wariancji stabilnosci wg Shukli (1972). Odpo-
wiednio zwigkszajac (dla genotypow plenniejszych
i/lub stabilnych) lub zmniejszajac (dla genotypow
mniej plennych i/lub niestabilnych) wyjSciowa
range kazdego rodu lub odmiany otrzymano, nowy
ranking i wyrdzniono najlepsze genotypy taczace
zdolnos$¢ do plonowanie ze stabilnoscia (Mendi-
buru, 2015). W takim uproszczonym schemacie
selekcji, wybor najlepszych rodow zalezy od wyso-
kosci sredniego plonu, a stabilno$¢ (okreslona
za pomocg wariancji stabilnosci) ma réwnorzedne
lub mniejsze znaczenie. Podobna procedura zmia-
ny rankingu badanych rodéw/odmian przeprowa-
dzona dla $redniej wartosci plonu i parametru ASV,
pozwala wyciggna¢ podobny wniosek, jak w przy-
padku wariancji stabilnosci.

W  przypadku zawarto$ci skrobi oceniono
stabilno$¢ za pomoca wariancji stabilnosci Shukli,
ktora pozwolita wyrdzni¢ bardzo duza liczbe geno-
typow z niestabilnym poziomem skrobi. Wsrod
takich niestabilnych genotypow znalazly si¢ prawie
wszystkie odmiany. Zawarto$¢ skrobi jest wazna
cecha odmianowa, a zatem nalezaloby oczekiwac
niewielkiej zmienno$ci pomiedzy miejscowoscia-
mi (=$rodowiskami). Wyniki wskazujace na duzy
udziat rodéw/odmian niestabilnych pod wzgledem
zawartosci skrobi otrzymywano takze w poprzed-
nich latach.

Do oceny stabilnosci nasilenia wad bulw,
smaku i ciemnienia posluzono si¢ wartosciami
mediany 1 ustalonymi warto$ciami minimalnymi,
ktorych uzycie zapewnia wybor form stabilnych
i jednocze$nie o wysokim (akceptowalnym) pozio-
mie badanych cech. Jednoroczna ocena wskazuje,
ze stabilnym poziomem tych cech wyrdzniaty sig
rody interploidalne.

Whnioski

1. W doswiadczeniach polowych prowadzonych
w trzech miejscowosciach z uprawg tradycyjng
lub ekologiczng, stwierdzono:
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istotny wptyw genotypu (rodu lub odmiany)
i miejscowosci na poziom wszystkich ocenia-
nych cech oraz wptyw ich interakcji na poziom
plonu i zawartosci skrobi.

stabilny poziom plonu dla wigkszosci bada-
nych rodow i odmian. Z kolei stabilnos¢
zawarto$ci skrobi byla znacznie rzadziej
obserwowana.

stosunkowo rzadkie wystgpowanie stabilnie
matego nasilenia wad bulw.
Charakteryzowano 40 rodéw pod wzglgdem
cech uzytkowych i odpornosci na zarazg
ziemniaka oraz wirus Y ziemniaka. Ziden-
tyfikowano grup¢ rodow o dobrym plonie,
odpornych na zaraze ziemniaka lub wirusa Y
ziemniaka charakteryzujacych sie morfologia
oraz smakiem bulw na poziomie odmian wzor-
cowych Oberon, Satina i Tajfun.
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Celem zadania bylo zmapowanie loci ilo$cio-
wych odpornosci bulw ziemniaka na bakterie
D. solani na podstawie wynikow trzyletniej oceny
laboratoryjnej porazenia bulw potomstwa popu-
lacji mapujacej, pochodzacej po skrzyzowaniu
formy wysokoodpornej na D. solani (DG 00-270)
z forma podatng (DG 08-305) i zbadanie zwigzku
odpornosci bulw na D. solani z zawarto$cig skro-
bi w bulwach,

Zlokalizowanie na mapie genetyczej ziem-
niaka genéw kodujacych biatka wyrdznione
w rodzicach populacji mapujacej we wczesnej
fazie objawowej infekcji po inokulacji bakteriami
Dickeya solani i zbadanie ich zwigzku z odpor-
noscig bulw ziemniaka na bakterie D. solani
w populacji mapujace;j.

Opis wynikoéw

Loci cech ilosciowych (QTL) odpornosci
na bakterie P. atrosepticum zostaly zmapowane
(Zimnoch-Guzowska i in., 2000), przy uzyciu 496
markerow RLFP i ALFP. W biezacym projekcie
uzyskano mape genetyczna populacji DS-13, ktora
liczy 2259 markeréow i posiada tgczng dlugosé
1160,7 ¢M. Jest to druga mapa genetyczna odpor-
nosci na bakterie powodujace mokra zgnilizne
bulw ziemniaka, ale pierwsza — odpornosci bulw
na bakterie D. solani. Obie mapy genetyczne
roznig si¢ pod wzgledem wykrytych QTL zwia-
zanych z cechg odpornosci bulw na zakazenie

bakteriami. W naszych badaniach wykryto dwa
QTL: jeden o duzym wptywie na dwa parametry
porazenia mokra zgnilizng bulw, we wszystkich
trzech latach badan oraz dla $rednich trzylet-
nich, na chromosomie IV (22,4% ($rednie RT),
oraz 22,9% ($rednie DI) wyjasnianej wariancji,
drugi, o stabszym efekcie na RT 16,5% wyjasnia-
nej wariancji, na chromosomie II. QTL dla RT
na chromosomie II byt istotny w dwodch latach
badan, natomiast nie wykazywat zwiazku z DI.
W niektoérych zestawach danych wykryto takze
staby QTL na chromosomie V wplywajacy
na odporno$¢ na D. solani. W przypadku $redniej
RT wierzchotek najistotniejszego QTL na chro-
mosomie IV byl polozony na 40,5 cM a dla
sredniej DI —na 47,1 cM. W badaniach Zimnoch-
Guzowskiej i1in. (2000) wykryto 12 QTLs na dzie-
sigciu chromosomach ziemniaka, z tym, ze trzy
najsilniej zwigzane z cechg byly umieszczone
na chromosomach III, VI i XII i wyjasniaty 6,6%,
5,3% oraz 6,3% wariancji, a pozostatych 9 (I,
I1, TV-2,V-2,I1X, X,XI) tacznie wyjasniato 37,5%
zmienno$ci. W przypadku populacji DS-13 dwa
QTLs tacznie wyjasniaja 38,9% (RT).

W badaniach Lebecka et al. (2019) wykryto
biatka réznicowe w bulwach form rodzicielskich
populacji DS-13, 8 h po inokulacji bakteriami
D. solani. Zmapowano trzy geny kandydujace,
kodujace biatka roznicowe wykryte we wczesnej
fazie infekcji w formach rodzicielskich populacji
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mapujacej na chromosomach: VII — M1D4V9 —
inhibitor metalokarboksydazy, Il — B3F8F4 — gluta-
redoksyna, IIT — PO1080 — inhibitor proteinazy typu
2 CM7 K, VIII — M1BMR6 oksydaza katecholo-
wa. Zaden z markeréw nie zostal zlokalizowany
w obszarze QTL odpornosci bulw na bakterie.

Doniesienia w literaturze na temat zwigz-
ku zawartosci skrobi w bulwach i odpornoscia
na bakterie powodujace mokra zgnilizng bulw nie
sa jednoznaczne. W naszych badaniach zmapowano
QTL zawartosci skrobi w bulwach na chromoso-
mach 111, V, VI, VIL, VIIL IX, XI i XII. Zaden z nich
nie zostat zlokalizowany na chromosomie Il czy I'V.
Nie ma podstaw do odrzucenia hipotezy o braku
zwigzku pomigdzy zawarto$cig skrobi w bulwach
a ich odpornoscia na bakterie powodujace gnicie
bulw.

Whnioski

W prezentowanej pracy po raz pierwszy zloka-
lizowano QTL o duzym wplywie na wszystkie trzy
badane parametry (RT, SR i DI) opisujace odpor-
no$¢ bulw ziemniaka na bakterie D. solani, oraz
o stabszym efekcie na dwa parametry badane (RT
i SR). Otrzymane wyniki dajag mozliwos¢ dalszego
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poszukiwania w zidentyfikowanych regionach QTL
gendw kandydujacych odpornosci bulw na bakterie.

Zmapowane geny kandydujace, kodujace biat-
ka roznicowe wykryte we wczesnej fazie infek-
cji w formach rodzicielskich populacji DS-13
nie znajdujg si¢ w zidentyfikowanych obszarach
QTL odpornosci bulw. Wyjasnienie roli tych biatek
wymaga dalszych badan.

Nie potwierdzono zwigzku zawartos$ci skrobi
z cecha badang, co pozwala na wyselekcjonowanie
genotypoéw ziemniaka laczacych wysoki poziom
odpornosci z wysoka zawartoscia skrobi.
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Celem zadania jest poznanie genetycznych
uwarunkowan odpornosci na matwiki, zaobserwo-
wanej w gatunku Solanum gourlayi oraz wyrdz-
nienie w obrebie ziemniaka o r6znych kierunkach
uzytkowania form o zlozonej odpornosci na matwi-
ki atakujace ziemniak (patotypy matwika ziem-
niaczanego - Globodera rostochiensis 1 matwika
agresywnego - G. pallida).

Celem tematdéw realizowanych w ramach
zadania w 2019 roku byto: a) Przeprowadzenie
oceny odpornosci wybranych klonéw tetraplo-
idalnych na patotypy G. rostochiensis; b) Przepro-
wadzenie do$wiadczenia polowego z udziatem
wybranych klonow tetraploidalnych: ocena plonu
bulw, ich morfologii oraz zawartosci skrobi.
Selekcja form o ztozonej odpornosci na matwiki
bedzie czgsciowo prowadzona z wykorzystaniem
diagnostycznych markeréw molekularnych. Prze-
prowadzenie krzyzowan interploidalnych maja-
cych na celu wprowadzenie odpornosci ze zrodta
Solanum gourlayi na poziom tetraploidalny; c)
stworzenie mapy genetycznej i przeprowadze-
nie analizy QTL, co pozwoli na poznanie gene-
tycznych uwarunkowan odpornos$ci na matwiki
zaobserwowanej w gatunku S. gourlayi oraz
namnozenie materialu bulwowego wybranej
populacji mapujace;.

Materiat badawczy obejmowat: (a) klony

z diploidalnej populacji mapujacej DW 94-4235
x Sg 2/7 oraz (b) 50 klonow tetraploidalnych
o ztozonej odpornosci na patotypy Globodera
spp. pochodzacych z 3 kombinacji krzyzowko-
wych. Dla klonow tetraploidalnych przeprowa-
dzono oceng odpornosci na patotypy Rol, 2, 3, 4
i 5 G. rostochiensis. Klony tetraploidalne prowa-
dzono w doswiadczeniu polowym (7 krzakowe
poletka x 2 powtodrzenia) i oceniono plon bulw,
zawarto$¢ 1 plon skrobi, morfologie bulw (w skali
1-9, 9 = najlepsze oceny) oraz nasilenie wyste-
powania defektow bulw (w skali 1-4, 4 = brak
wad). Dla klonow tych wykonano réwniez analizg
molekularng obecnosci fragmentéw diagnostycz-
nych markera GP122 genu Ry-f, , warunkujgcego
odporno$¢ na wirus Y ziemniaka oraz marke-
ra NI25 genu Senl, warunkujacego odpornosc
na raka ziemniaka. Ponadto wybrane wyroznia-
jace si¢ klony oceniono pod katem cech kuli-
narnych. Wykonano takze program krzyzowan
interploidalnych majacy na celu wprowadzenie
odpornosci z Solanum gourlayi na poziom tetra-
ploidalny.

Stworzono mape¢ genetyczng oraz przeprowa-
dzono analizy QTL. Analizy QTL przeprowadzono
stosujac mapowanie interwatowe. QTL wykry-
wano przyjmujac warto§¢ LOD =3, za krytycz-
ng. Wykorzystano programy: Van Oojien JW
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(2006) JoinMap®4 oraz Van Ooijen JW (2009)
MapQTL®6.

W praktyce hodowlanej korzystne jest taczenie
genow odpornosci. Kumulacja genéw odpornosci
(taczenie gendéw nadajacych odpornos¢ na rézne
patogeny) zapewnia odpornos¢ na szerokie spek-
trum szkodnikow. Natomiast piramidyzacja genow
odpornosci (faczenie gendéw nadajacych odpornosé
na ten sam patotyp) utrudnia powstawanie wiru-
lentnych ras patogenow (Kim i in., 2012). Wybra-
ne na podstawie amplifikacji markerow genoéw H1,
Grol-4 i GpaV,  klony tetraploidalne, charaktery-
zujace sie odpornos$cig n apatotypy Pa2,3 G. pallida,
przetestowano pod katem odporno$ci na wszystkie
patotypy G. rostochiensis. Sposrod 50 klonow tetra-
ploidalnych, przetestowanych pod katem odporno-
$ci na patotypy G. rostochiensis 48 byto odpornych
na patotyp Rol, 36 klonéw byto odpornych na pato-
typ Ro2, 48 bylo odpornych na patotyp Ro3, 46
klonéw bylo odpornych na patotyp Ro4 a 32 klony
wykazaly si¢ odpornoscia na patotyp Ro5. 31
sposrod badanych klonow charakteryzowato sie
odpornos$cig na wszystkie patotypy G. rostochien-
Sis.

Ocena plonowania klonow tetraploidalnych,
uzyskanych w wyniku krzyzowan form o ztozonej
odpornosci na Globodera spp., wskazuje na poréw-
nywalny poziom ich plonu bulw i plonu skrobi
w porownaniu do wykorzystanych w do$wiadcze-
niu odmian wzorcowych. Rowniez cechy morfologii
bulw badanych klonow byty na poziomie poréwny-
walnym do warto$ci uzyskanych dla odmian wzor-
cowych.

Przeprowadzono pordéwnanie $rednich warto-
sci cech pomigdzy grupa klonow charakteryzu-
jacych sie amplifikacja markeréw genow HI,
Grol-4 1GpaV . Klony posiadajagce wszystkie
markery charakteryzowaly si¢ najwyzszym plonem
bulw. Badane klony nie wykazywaty zr6znicowania
w ramach pozostalych badanych cech. Klony posia-
dajace markery HC, Grol-4 i57R charakteryzo-
watly si¢ dobrym poziomem cech agronomicznych,
co wskazuje na mozliwos¢ wytypowania sposrod
populac;ji tetraploidalnych klonéw o dobrym pozio-
mie badanych cech potaczonych z odpornoscia
na patotypy Rol, Ro4 i Ro5 G. rostochiensis oraz
Pa2/3 G. pallida.

Prezentowana praca wskazuje na mozliwos¢
kreowania materiatdbw hodowlanych o zlozo-
nych oporno$ciach oraz materiatéw, ktore wnosza
odpornos$¢ na szkodniki od niedawna szerzace si¢
w Europie, jak G. pallida (Przetakiewicz iin. 2017).
Ponadto wyselekcjonowano 6 klonow taczacych
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odpornos¢ na patotypy matwika ziemniaczanego
1 agresywnego z odpornoscia na wirus Y ziemnia-
ka i na raka ziemniaka (potwierdzone amplifikacja
markerow genow odpornosci: H1, Grol-4, GpaV, ,
senl i Ry-f, ).

W wyniku przeprowadzenia programu krzyzo-
wan interploidalnych uzyskano 55 jagdd, a z nasion
uzyskanych z krzyzowan interploidanych 2018
zebrano 8 klonow, ktore wytworzyty bulwy. Wska-
zuje to na mozliwo$¢ wprowadzenia odpornosci
z Solanum gourlayi na poziom tetraploidalny.

W ramach tematu przeprowadzono krzyzowania
diploidalnej formy S. gourlayi (formy Sg) odporne;j
na patotypy Pa2 i Pa3 G. pallida z diploidalng forma
podatng DW 94-4235 uzyskujac populacje, ktora
postuzyta do stworzenia mapy genetycznej z wyko-
rzystaniem markerow DArTseq. Uzyskana mapa
genetyczna liczy 1316 loci 1 mierzy tacznie 1021
cM. Na podstawie utworzonej mapy przeprowa-
dzono analiz¢ QTL dla odpornosci na patotypy Pa2
i Pa3 matwika agresywnego (G. pallida). Analiza
zostata przeprowadzona osobno dla kazdego zbio-
ru danych (liczba cyst i ocena odpornosci w latach)
oraz na warto$ciach srednich a nastepnie porownano
uzyskane wyniki. Dla danych dotyczacych odpor-
no$ci na matwika agresywnego patotyp Pa2 wyzna-
czono 69 pozycji o LOD > 3, na chromosomach II,
V, VIII, IX, X, XI i XII. Zadna z tych lokalizacji
nie byta jednak powtarzalna w latach. Dla danych
dotyczacych odpornosci na matwika agresywne-
go patotyp Pa3 wyznaczono 212 pozycji o LOD
> 3, na chromosomach 1V, V, VI, VII, X, XI 1 XII.
Powtarzalne w latach, ocenie vs liczbie cyst, byto 5
lokalizacji uzyskanch dla chromosomu XI. Uzyska-
ne wyniki wskazujg, ze badana cecha (odpornosc¢
na G. pallida) jest warunkowana wieloma genami
o sumujacych si¢ efektach. R6zne wyniki uzyskane
w latach sugeruja natomiast modyfikujacy wptyw
srodowiska na tg cechg.

Ocena odpornosci wybranych klonow tetraplo-
idalnych potwierdza wysoka ztozona odpornosé
klonéw pochodzacych z krzyzowan taczacych
odpornos¢ na G. rostochiensis z odpornoscig na
G. pallida. Grupa wybranych klonow moze wigc
postuzy¢ do zbadania zalezno$ci pomigdzy odpor-
nos$cig na matwiki a jakoscig bulw ziemniaka.

Wyniki doswiadczenia polowego wskazu-
ja, ze klony taczace odpornosci na rozne patoty-
py matwika ziemniaczanego i agresywnego nie
odbiegaja do odmian wzorcowych pod wzgledem
badanych cech agronomicznych (plon, skrobia,
morfologia bulw). Nagromadzenie odpornosci
na matwiki nie ma wigc negatywnego wpltywu
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na te cechy.

Wyselekcjonowano 6 klonow charakteryzujg-
cych si¢ amplifikacjg markeréw 5 genéw odporno-
sci: HI, Grol-4, GpaV, senl i Ry-f, .

Uzyskano tacznie 24 jagody z krzyzowania form
Sg z klonem 11-VIII-86 oraz 30 jagod z krzyzowa-
nia z udziatem klonu PW363, a z nasion uzyska-
nych z krzyzowan interploidanych 2018 zebrano
8 klonow, ktére wytworzyly bulwy co wskazuje
na mozliwo$¢ wprowadzenia odpornosci z S. gour-
layi na poziom tetraploidalny.

Bazujac na danych uzyskanych z analizy
DArTseq dla populacji mapujacej stworzono mapg
genetyczng Solanum gourlayi. Uzyskana mapa
genetyczna liczy 1316 loci i mierzylta tacznie 1021
cM. Na jej podstawie przeprowadzono analizg QTL.

Analize QTL przeprowadzono wyznaczajac
loci na chromosomie XI ttumaczace $rednio od 12,9
do 14,8% zmiennosci w przypadku oceny odporno-
$ci na patotyp Pa3 G. pallida.
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Zadanie nr 63.

Stowa kluczowe: bakterie endogenne, biocydy, chemioterapia, in vitro, termoterapia, ziemniak

Zgromadzone w Banku Genow in vitro
zasoby genowe ziemniaka powinny by¢ wolne
od patogendéw dlatego gtownym celem zadania
nr 63 jest doskonalenie metod eliminowania wiru-
sow roslinnych 1iinnych zakazen bakteryjnych
w kulturach in vitro przy zachowaniu szczegodlnej
ostroznosci.

Choroby wirusowe stanowig gltéwna przy-
czyne ztej jakosci sadzeniakow, prowadza
do degeneracji plantacji nasiennych i wplywaja
na znaczne straty plonu. Najwigksze zagrozenie
stanowi wirus Y ziemniaka, ktéry moze spowodo-
wac spadek plonu bulw nawet o 50% (Chrzanow-
ska 2000). Z kolei wirusy S i M ziemniaka, ktore
fatwo rozprzestrzeniajg si¢, moga powodowac
straty rzedu 30% (Kostiw 2013). Infekcje wiruso-
we sg powaznym zagrozeniem dla hodowli ziem-
niaka, gdyz ich koncentracja wzrasta w kolejnych
pokoleniach bulw w wyniku rozmnazania wege-
tatywnego, a takze sa odporne na dziatanie zabie-
gow chemicznych. Dlatego szczegdlnie wazne
jest utrzymanie zdrowych, wolnych od wirusow
materialow wyjsciowych ziemniaka w kulturach
in vitro oraz opracowanie skutecznej metody
eliminacji PVS, PVM i PVY z porazonego mate-
riatu wprowadzanego do Banku Genow.

W ramach tematu badawczego wykonano
badania nad uwalnianiem roslin od wiruséw PVS,
PVM iPVY przy zastosowaniu dwoch metod:
termoterapii potaczonej z izolacjg merystemow
i chemioterapii jednoweztowych fragmentow

ro$lin in vitro porazonych wirusami.

Zjawisko eliminacji wirusow w catych rosli-
nach pod wptywem wysokiej temperatury po raz
pierwszy zostalo opisane przez amerykanskie-
go badacza L. O. Kunkela (1936). W 1952 roku
ukazaly si¢ pierwsze informacje w literaturze
o tym, iz wirusy moga w mniejszym stopniu infe-
kowa¢ wierzchotki, a wyizolowane merystemy
moga by¢ od nich wolne (Morel, Martin 1952).
Kolejne badania wykazaty ze ilo$¢ roslin wolnych
od wirusa wzrasta proporcjonalnie wraz z tempe-
raturg oraz czasem trwania termoterapii (Biniam
i Tedesse, 2008), jednoczesnie zmniejsza si¢
liczba eksplantatow, ktore po zakonczeniu tera-
pii sa zdolne do regeneracji (Zaklukiewicz 1982,
Aliiin. 2013). W tegorocznych badaniach wyka-
zalismy jak duzy wpltyw na uzyskanie zdrowych
ro$lin in vitro ma czynnik osobowy, na co sktada
si¢ m.in. jakos$¢ 1 wielko$¢ izolowanego meryste-
mu. Z materialu poddanego tym samym warun-
kom termoterapii, w zaleznosci od wykonawcy
uzyskano z merystemow od 79% (wykonawca 1)
do 45,5% (wykonawca 2) ro$lin in vitro, w tym
wolnych od wirusa 93% (wykonawca 1) do 16,6%
(wykonawca 2).

Antymetabolity stosowane w chemioterapii
sa to analogi nukleotydow, o wysokiej aktyw-
nosci przeciwwirusowej, wlaczajace sie¢ w meta-
bolizm wiruséw i wywotujace zmiany w kodzie
genetycznym, hamujac tym samym ich namna-
zanie (Malepszy 2001). Nasir i in (2010) oraz
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Mahmoud i in (2009) zaobserwowali, ze rybawi-
ryna z wysoka skuteczno$cig eliminuje PVA, PVX,
PVS, PVM, PVY i PLRV, natomiast tiouracyl
sporadycznie eliminuje PVS 1 PVX. Stosowanie
antymetabolitéw ma réwniez wady, gdyz wraz ze
zwigkszeniem ich stgzenia w pozywce nastepuje
proporcjonalny wzrost liczby roslin wolnych od
wirusOw po zakonczeniu terapii, ale zmniejsza si¢
liczba ros$lin zdolnych do regeneracji (Nasir i in.
2010, Mahmoud i in. 2009). Nasze badania wyka-
zaly, ze zarbwno rybawiryna, jak i tiouracyl dodane
do podtoza nieznacznie obnizajg poziom ekstynk-
cji wirusa PVS i1 PVY, natomiast nie maja wptywu
na zmniejszenie koncentracji wirusa M ziemnia-
ka. Wraz ze wzrostem stezenia RBV w pozywce
wprost proporcjonalnie wzrasta jego fitotoksyczne
dzialanie na ro$liny in vitro. Dodany do podioza
tiouracyl nie ma negatywnego wplywu na wzrost
1 rozwoj roslin in vitro.

Bakterie endogenne sg problemem, ktory
pojawia si¢ systematycznie w kulturach in vitro,
niezaleznie od gatunku roslin. Nawet najwicksza
staranno$¢ w procesie mikrorozmnazania nie daje
stuprocentowej pewnosci otrzymania i rozmnazania
kultur bez zanieczyszczen. Prawidlowo przeprowa-
dzona dezynfekcja eksplantatdow w poczatkowej
fazie nie wykazuje zanieczyszczen bakteryjnych
imoga one nie by¢ zauwazone (Orlikowska i in.
2012). Sygnatem $wiadczacym o obecnosci bakte-
rii w kulturach in vitro jest nieznaczne zmetnienie
pozywki pod wyszczepionym eksplantatem oraz
pojawiajace si¢ wodniste ,,hallo” wokot eksplanta-
tu. Proces ten ujawnia si¢ w kulturach po 3-5 dniach
od pasazowania. Dodanie biocydu do pozyw-
ki hodowlanej moze spowodowaé¢ zahamowanie
namnazania si¢ bakterii endogennych.

Celem tematu w 2019 roku bylto badanie trzech
dostepnych na rynku preparatow bakteriobdjczych:
PPM™_ ProClin 300® i NaClO, pod katem skutecz-
no$ci zwalczania zanieczyszczen bakteryjnych
(bakterie endogenne) w kulturach in vitro ziemniaka
i ocena ich fitotoksycznosci. Preparaty te sa stoso-
wane z powodzeniem w kulturach in vitro innych
gatunkow roslin, brakuje jednak informacji na temat
stosowania ich w kulturach in vitro ziemniaka. Dane
literaturowe wykazuja pozytywny wplyw prepara-
toOw w ograniczeniu zanieczyszczen bakteryjnych,
jednak musza by¢ one stosowane w odpowiedniej
koncentracji w zaleznos$ci od gatunku rosliny, gdyz
zbyt wysokie stezenie moze mie¢ negatywny wpltyw
narozwoj tkanki roslinnej. Wlaczenie do pozy-
wek zwigzkoéw bakteriobdjczych i bakteriostatycz-
nych musi by¢ bezpieczne dla tkanek roslinnych
i dlatego wazne sg badania nad ich skutecznoscig
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i fitotoksycznoscig.

Na podstawie dotychczas prowadzonych
badan zaobserwowano, ze w zaleznosci od zastoso-
wanego biocydu eliminacja bakterii endogennych
byla zréznicowana. Dodany do podloza preparat
PPM™, podobnie jak w latach poprzednich nie
wykazywal fitotoksycznego wptywu na eksplantaty,
rosliny rozwijaly si¢ prawidlowo i dobrze si¢ korze-
nity. Osiagnety wysokos¢ ok. 8-10 cm, a wspot-
czynnik rozmnozenia, w zaleznosci od genotypu,
wynosit od 5 do 9. Najnizsza dawka 0,3% w duzym
stopniu eliminowata bakterie endogenne — 88,9%
czystych kultur. Wyzsze dawki 0,4 1 0,5% to 100%
kultur wolnych od zanieczyszczen bakteryjnych.
Dodatek do pozywki ProClin300® przy dawkach
0,02 10,03% eliminowal bakterie endogenne
w 74,5-93%, jednoczesnie nie zaobserwowano fito-
toksycznego dziatania preparatu na wzrost i rozwoj
ro$lin in vitro. Natomiast najwyzsza dawka 0,04%
wyeliminowala catkowicie zanieczyszczenia bakte-
ryjne. Jednak przy wyzszej dawce rosliny stabiej
korzenity si¢ irosly nizsze w stosunku do kontro-
li. Podchloryn sodu (NaClO) dodany do pozywki
przy nizszych dawkach 0,0002-0,0003% elimino-
wat bakterie endogenne u ok. 50% ro$lin, natomiast
najwyzsza dawka 0,001% catkowicie wyelimino-
wata endofity. Jednocze$nie nie zaobserwowano
szkodliwego dziatania na wzrost irozwdj roslin
in vitro.

Sprawdzajac trwato$¢ efektu zastosowanych we
wezesniejszych latach biocydow: PPM™ i ProClin
300® na dalszych etapach mikrorozmnazania zaob-
serwowano, ze tylko fragmenty szczytowe byly
wizualnie czyste, tzn. nie zaobserwowano zmgtnie-
nia podloza. Pozostale fragmenty byty zanieczysz-
czone bakteriami endogennymi.
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Zadanie nr 61.

Stowa kluczowe: odpornosé, PVM, PVS, Solanum tuberosum, real — time PCR

Celem projektu bylo okreslenie reakcji form
z genem Rm pochodzacym z S. megistacrolobum
lub Gm z S. gourlayi na nowe warianty wirusa
M ziemniaka oraz poznanie dodatkowych czyn-
nikow genetycznych warunkujacych te odpor-
no$¢ w roznych warunkach $rodowiskowych
przy zastosowaniu ilosciowych metod moleku-
larnych. W przypadku odpornosci warunkowa-
nej genem Rm celem byto okreslenie zalezno$§¢
migdzy odpornoscia, a wystepowaniem reakcji
nekrotycznej. W przypadku wirusa S ziemniaka
celem projektu byta ocena wplywu dawki genu
na odpornos$¢, aby mozna bylo stwierdzi¢, czy
uzasadnione jest tworzenie form typu multipleks
pod wzgledem genu Ns w celu otrzymania form
o podniesionej odpornos$ci na wirus PVS ziemnia-
ka. W roku 2019 w ramach zadania 61 realizowa-
no trzy tematy badawcze.

Ocena fenotypowa na wirus S ziemniaka
rodéw pochodzacych z populacji 4x (Ns) — ocena
porazenia wtornego.

1. Ocena odpornosci na PVS wytypowanych
rodéw 4x ziemniaka prowadzona w dwoch
temperaturach 200C i 280C, z wykorzysta-
niem dwoch izolatow PVS.

2. Ocena sity ekspresji reakcji nadwrazliwos$ci
(HR) w zaleznosci od dawki genu Ns.

Celem tematu 1 bylo wyroznienie rodow 4x wyso-

ko odpornych na wirus S ziemniaka. W ramach

tematu w porazeniu wtérnym oceniono 154 rody

ziemniaka. Z roslin badanych rodow, ktore w 2018
roku po zakazeniach mechanicznych wirusem S
ziemniaka wykazaly srednie warto$ci absorbancji
A, na poziomie lub ponizej wartosci granicz-
nej zostaty zebrane bulwy. W 2019 roku bulwy
Z porazenia pierwotnego po okresie spoczyn-
ku 1 podkietkowaniu wysadzono w szklarni.
Po 6 tygodniach przeprowadzono testy ELISA,
w celu identyfikacji obecno$ci wirusa S ziemnia-
ka.

Celem tematu 2 bylo okreslenie reakcji
odpornosciowej rodow z genem Ns przy zastoso-
waniu dwoch izolatow wirusa S ziemniaka oraz
dwodch temperatur inkubacji. W ramach tematu
do oceny odpornosci na PVS wybranych rodow
4x zastosowano metod¢ inokulacji mechanicz-
nej roslin i przez szczepienie. Rosliny badanych
rodéw wysadzono w szklarni (po 6 roslin z kazde-
go genotypu w dwoch powtodrzeniach). Zakaze-
nia mechaniczne przeprowadzano dwukrotnie
w odstepach 2 dniowych. Zrodlo wirusa S ziem-
niaka stanowity rosliny pomidora porazone szcze-
pami PVS pochodzacymi z kolekcji IHAR-PIB
w Mtochowie (PVS-966 i PVS-Leon). Po zaka-
zeniu/szcepieniu rosliny przewozono do kamer
fitotronowych z kontrolowang temperaturg 20°C
i1 28°C. Zawarto$¢ PVS w probce soku okresla-
no za pomocg wartosci absorbancji A, w tescie
ELISA.

Celem tematu 3 byla ocena wpltywu dawki
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genu Ns na poziom odpornosci i uzyskanie odpowie-
dzi na pytanie, czy uzasadnione jest tworzenie form
typu multipleks pod wzgledem genu Ns. W ramach
tematu ocenie poddano rody pochodzace z teraplo-
idalnej populacji Ns — II. Wzorcem formy duplex
genu Ns, byta diploidalna forma genotypu DW 83
—3121, ktéra w poprzednich latach zostata poddana
kolchicynowaniu w celu podwojenia liczby chromo-
somow. Ustalania dawki genu Ns na poziomie DNA
przeprowadzano w oparciu o genomowg sekwencje
markera genu Ns o nr akcesyjnym w bazie Gene-
Bank DQ415915.1 w reakcji real — time PCR. Dla
badanego markera DNA allela dominujacego genu
Ns zastosowano startery o sekwencjach: F (5’—3°):
GCAATACATGTATTCTTACTCGG i R (5'- 3°):
GACCTATATCAGTCCCTTCTAATCCACTAT.
Amplifikuja one produkt o dlugosci 489 pz (par
zasad). Dla okreslenia ilosci produktu badanego
markera wykorzystano gotowe zestawy miesza-
niny do real — time Hot Start PCR z EvaGreen®.
Reakcje przeprowadzono w mieszaninie reakcyjne;j
o objetosci 10 pl, z dodatkiem 100 ng matrycowego
DNA oraz 5 uM kazdego ze starteréw. Amplifikacje
markera przeprowadzono w nastepujacych warun-
kach temperaturowych: 95°C (3 min.), 40x ((95°C
(20 sek.), 60°C (20 sek.), 72°C (30 sek.)), krzywa
topnienia, 40°C.

Wyniki

W ramach tematu 1 w polu prowadzono
kolekcje 268 rodow wysoko odpornych na wirus
M ziemniaka, pochodzacych z szesciu populacji
tetraploidalnych z segregujacym genem Rm i Gm.
Ocena tych rodéw obejmowata ocen¢ porazenia
pierwotnego i wtornego. Dodatkowo rody te zosta-
ty scharakteryzowane pod katem cech morfologicz-
nych 1 wad zewngtrznych bulw. Dla potwierdzenia
obecnos$ci genu Rm w rodach odpornych wykorzy-
stano markery selekcyjne GP — 250 i GP — 283.
Rody znajdujace si¢ w kolekcji posiadaja jeden lub
oba markery. Kolekcja rodow odpornych na wirus
M ziemniaka stanowi doskonaty zestaw genotypow,
ktory moze zosta¢ wykorzystany w kolejnych latach
przez hodowcoéw w ich programach hodowlanych.
W ramach tematu rozmnazano réwniez w polu dwie
populacje z segregujacym genem Ns odpornosci
na wirus S ziemniaka, pochodzacym z uprawnego
gatunku S. tuberosum subsp. andigena. Po ocenie
porazenia pierwotnego w grupie rodow, ktore nie
ulegly porazeniu wirusem S ziemniaka znalazty si¢
154 genotypy. Po przeprowadzeniu w warunkach
szklarniowych oceny porazenia wtdrnego, do grupy
odmian odpornych wytypowano 125 rodow ziem-
niaka.
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W ramach tematu 2 oceniano w doswiadcze-
niu szklarniowym odporno$¢ na wirus S ziemnia-
ka 8 rodéw z populacji Ns-II, dwa wzorce i1 formy
rodzicielskie. Porownywano wptyw genotypu,
szczepu wirusa 1 temperatury na poziom poraze-
nia wirusem roslin po zakazeniu mechanicznym
1 po szczepieniu. Stosujgc zakazenia mechaniczne
dla dwoéch rodéw (Ns-1I-10 i Ns-11-40), odmian
wzorcowych i form rodzicielskich nie stwierdzono
istotnego wplywu temperatury inkubacji na poziom
odporno$ci i uzyskane wartosci absorbancji A,
w tescie ELISA. Dla pozostatych szesciu rodow
rodzaj zastosowanej temperatury istotnie wptywat
na namnazanie si¢ wirusa w komorkach roslinnych.
W wyzszej temperaturze odnotowywano znacznie
wyzszy poziom wirusa S ziemniaka u wszystkich
szesciu rodow.

Dla tych samych rodow (Ns-1I-10 i Ns-11-40),
odpornej odmiany Sonda i formrodzicielskichrodzaj
zastosowanego szczepu do zakazen mechanicz-
nych, rowniez nie mial wptywu na poziom poraze-
nia PVS. Dla pozostalych szes$ciu rodéw i podatnej
odmiany Etola odnotowano istotny wplyw szczepu.
Przy zastosowaniu szczepu 966 wysokie wartosci
absorbancji A, odnotowano dla czterech rodow
oraz podatnej odmiany Etola. Przy zastosowaniu
szczepu Leon wysokie warto$ci absorbancji A,
odnotowano dla trzech rodow. Stosujac inokulacje
przez szczepienie dla dwoch rodéw Ns-11-10 1 Ns-11-
40, odpornej odmiany Sonda i form rodzicielskich,
temperatura inkubacji nie miata wptywu na poziom
porazenia PVS. Dla rodéw i odmiany inkubowa-
nych w obu temperaturach uzyskano bardzo niskie
wartosci absorbancji A, w teScie ELISA. Istotny
wplyw temperatury inkubacji na uzyskane warto-
sci absorbancji A, odnotowano dla pigciu rodow
oraz podatnej odmiany Etola. Ro$liny inkubowane
po szczepieniu w temperaturze 28°C ulegty silniej-
szemu porazeniu wirusem S ziemniaka w poroéwna-
niu do temperatury 20°C. Przy temperaturze 28°C
dla tych rodéw uzyskano znacznie wyzsze wartosci
absorbancji A, .. Dla jednego rodu przy zastoso-
waniu obu temperatur odnotowano porazenie PVS
na tym samym poziomie. Dla tych samych rodow
Ns-11-10 1 Ns-11-40, odpornej odmiany Sonda i form
rodzicielskich rodzaj zastosowanego szczepu nie
miata wptywu na poziom porazenia PVS. Istotny
wplyw szczepu na uzyskane warto$ci absorbancji
A, odnotowano dla szesciu rodow oraz podatnej
odmiany Etola.

W ramach tematu 3 oceniono pod katem
odpornosci na wirus PVS rody z nieselekcjonowa-
nej populacji Ns -11, pochodzace z krzyzowan maja-
cych nacelu uzyskanie w potomstwach form
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o zwigkszonej dawce genu Ns. Obserwowana
w populacji Ns — II segregacja odpornosci rodow
(3: 1) wskazuje na posiadanie przez ich formy
rodzicielskie genu Ns w formie simpleks. Uzyskane
w ocenie fenotypowej wyniki odpornosci pozwolily
stwierdzi¢ ze wsrod wyselekcjonowanych rodow
odpornych na PVS mozna oczekiwaé zaréwno form
typu simpleks jak i dupleks pod wzgledem genu Ns.
W badaniach ~ wykorzystano  czuly = barwnik
EvaGreen® do oszacowania amplifikacji markera
genu Ns (o zmodyfikowanych na potrzeby reakcji
gPCR sekwencjach starteréw) (rys.l). Przeprowa-
dzone analizy pozwolity wsrdéd ocenianych odpor-
nych rodow na PVS wyr6zni¢ 42 formy typu
dupleks 1 8 form typu simpleks. Po przeanalizowa-
niu wynikéw odpornosciowych z testow fenotypo-
wych dla rodow zobu grup stwierdzono,
ze w przypadku odporno$ci na wirus S ziemniaka
nie jest uzasadnione tworzenie form typu multipleks
pod wzgledem genu Ns. Gen Ns w rodach odpor-
nych w formie simpleks daje juz pelng odpornosc
na tego wirusa.

Whnioski
W ramach tematu 1

1. Nowe rody odporne na wirus M ziemniaka
znajdujace si¢ w kolekcji moga stanowid
doskonaty material dla hodowli jako przyszte
formy rodzicielskie w programach krzyzowko-
wych  ukierunkowanych na wprowadzenie
odpornosci na PVM do puli ziemniaka.

2. Nowe rody posiadajg geny odpornosci na wirus
M ziemniaka z dwoch dzikich gatunkéw: S.
megistacrolobum (Rm) lub S. gourlayi (Gm).

3. Wszystkie rody znajdujace sie w kolekcji

Melting Peaks

zostaly ocenione pod katem odpornosci
na PVM w testach laboratoryjnych, w poraze-
niu pierwotnym i wtornym oraz uzyskaty petna
charakterystyke cech morfologicznych.

Wyroézniono grupe 125 nowych rodow ziem-
niaka wysoko odpornych na PVS z genem Ns
pochodzacym z S. tuberosum subsp. andigena.

W ramach tematu 2

Wyselekcjonowane rody wysoko odporne
na wirus S ziemniaka, stabilnie zachowujace
si¢ w r6znych temperaturach i przy zastosowa-
niu réznych szczepéw PVS, mogg stanowié
cenny material do dalszych prac hodowlanych.
Wysoka temperatura (28°C) inkubacji przeta-
muje odpornos¢ rodow tetraploidalnych
na wirus S ziemniaka warunkowang genem Ns.
Rodzaj zastosowanego szczepu PVS do zaka-
zan jest waznym elementem przy selekcji
materialow hodowlanych odpornych na PVS.
Uzyskane wyniki podkreslajg wazna role profi-
lu odpornosci odmian w wyjasnianiu réwno-
wagipomiedzy szczepami wirusOw w uprawach
ziemniaka.

W ramach tematu 3

W grupie ocenianych rodéw  odpornych
na wirus S ziemniaka wyr6zniono 42 formy
typu dupleks i 8 form typu simpleks.
Uzyskane wyniki wskazuja, Ze nie jest uzasad-
nione tworzenie form typu multipleks pod
wzgledem genu Ns.

Gen Ns w rodach odpornych w formie simpleks
zapewnia juz pelng odporno$¢ na wirusa S
ziemniaka.

-(d/dT) Fluorescence (465-51
=
=
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Rys. 1. Krzywa topnienia produktow reakcji real-time PCR, z wykorzystaniem barwnika EvaGreen®:
- niebieskie linie odpowiadaja temperaturze topnieniu badanego produktu PCR w prébie,
- czerwone linie obrazuja krzywa topnienia produktu niespecyficznego dla rodu podatnego (proba -) i wody.
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Development of sensitive methods for detection of the most important potato viruses
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Prace zostaty wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr decyzji HOR.hn.802.3.2019,

Zadanie nr 58.

Stowa kluczowe: test ELISA, RT-PCR, RT-LAMP, wirusy ziemniaka, wykrywanie, ziemniak

Projekt ,,Opracowanie czutych metod
wykrywania najwazniejszych” jest zadaniem
badawczym realizowanym w latach 2014-2020
i finansowanym przez Ministerstwo Rolnictwa
i Rozwoju Wsi w ramach programu Postep Biolo-
giczny w Produkcji Roslinnej. Gtoéwnym celem
projektu jest opracowanie czutych i niekosztow-
nych metod wykrywania najwazniejszych wiru-
sow infekujacych rosliny ziemniaka. Zatozenia
zadania ijego podstawy literaturowe omowio-
no wraz z wynikami uzyskanymi w 2018 roku
w ubieglorocznym komunikacie (Treder i in.
2019).

Celem projektu w 2019 r. byto: (I) zoptyma-
lizowanie metody zageszczania wirusoOw z wigk-
szych objetosci poprzez wigzanie czastek wirusa
na membranach jonowymiennych, (II) zbadanie,
czy odporno$¢ odmian wptywa na wykrywalnos$¢
wirusé6w bezposrednio w bulwach, (III) ocena
przydatnosci kietkow do wykrywania wirusow,
(IV) opracowanie starterow na PVM kompa-
tybilnych z multipleksowym RT-PCR w czasie
rzeczywistym do wykrywania wirusow Y, M i L,
(V) sprawdzenie, czy ekstrakcja chloroformem
umozliwia wykrywanie wirusow M iL bezpo-
$rednio w soku z lisci za pomoca kolorymetrycz-
nego RT-LAMP.

Wroku 2019 kontynuowano prace nad
zageszczaniem wirusOw na membranie Q. Opty-
malne wigzanie wirusow PVY, PLRV i PVM
do membrany Q zachodzito w pH 5,5. Zagesz-
czanie badanych wirusOw na membranie Q
zwigkszato dwukrotnie czuto$¢ ich wykrywania

za pomocg testu ELISA w poréwnaniu do prob
niezaggszczanych. Niewielki wzrost czulo-
§ci  testu po zageszczaniu mogt wynikaé
z tego, ze pH optymalne dla wigzania wirusow
do membrany Q nie pokrywalo si¢ z pH opty-
malnym dla stabilnosci czastek wirusow. W 2019
roku w doswiadczeniu polowym w Boninie
potwierdzono negatywny wplyw poziomu odpor-
nosci na wykrywalno$¢ PVY w bulwach. Bada-
jac wykrywalno$¢ wirusdOw w bulwach i kietkach
ziemniaka za pomocg koktajl i DAS ELISA
potwierdzono zgodno$¢ wykrywania w kietkach
z proba oczkowa. W badaniu kietkow wykaza-
no, ze test koktajl ELISA byt bardziej skutecz-
ny niz DAS-ELISA. Za pomoca obu wariantow
testu ELISA wykryto wiecej PVM bezposrednio
w bulwach niz w probie oczkowej. Stosujac PVY
oraz trzy odmiany ziemniaka o umiarkowanie
zroznicowanej odpornosci badano skuteczno$é
metod molekularnych (RT-qPCR i RT-LAMP)
w wykrywaniu wirusa w bulwach, kietkach
iw lisciach potomnych roslin. W badaniach
stosowano procedure izolacji RNA zoptyma-
lizowang dla bulw ziemniaka. Test RT-qPCR
byt bardziej skuteczny w ocenie porazenia
lisci, kietkow i bulw niz RT-LAMP i DAS-ELI-
SA. Najwyzsza skutecznos¢ wykazat dla bulw.
Dowodzi to, ze jako$¢ izolowanego RNA byta
gtdbwna przyczyna opisywanej w literaturze
i obserwowanej w latach ubiegtych w ramach
niniejszego projektu niskiej skutecznosci RT-qP-
CR w wykrywaniu PVY w bulwach. W ramach
prac nad adaptacjag metod molekularnych
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do wykrywania PVY, PVM i PLRV w ro§linach in
vitro opracowano test triplex RT-qPCR wykrywa-
jacy jednoczes$nie badane wirusy w jednej probie.
Uktad oparty w calo$ci o startery wlasne (tripleks
z sondami i starterami Y4, M10 i L8) nie amplifi-
kowatl wydajnie PVY. Udalo si¢ jednak opracowaé
skuteczny test triplex RT-qPCR stosujgc kombina-
cje sondy i starterow wg Singh 1 in (2013) z sonda-
mi starterami wlasnymi opracowanymi dla PVM
(zestaw M10) i PLRV (zestaw L8). W ramach
prac nad szybkim testem polowym optymalizowa-
no wizualny test RT-LAMP wykrywajacy wirusy
bezposrednio w soku. Potwierdzono, ze wirus PVY
mozna wykry¢é wizualnie bezposrednio w soku
za pomocg barwnika HNB po uprzedniej ekstrakcji
soku odczynnikiem organicznym. Takie traktowa-
nie nie usuwa czynnikoéw niespecyficznie zmienia-
jacych kolor reakcji w trakcie wykrywania PLRV
i PVM. Poniewaz procedura testu powinna by¢
identyczna dla wszystkich trzech wiruséw, podje-
to prébe adaptacji do ich wykrywania komercyj-
nego zestawu do kolorymetrycznego testu LAMP
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(WarmStart® Colorimetric LAMP, NEB). Zestaw
ten umozliwial wizualna detekcje PVM i PLRY,
jednak jedynie w soku rozcienczonym dwudzie-
stokrotnie. Wariant fluorescencyjny opracowany
w ubiegtych latach pozwalal na wykrycie wiru-
sow w soku rozcienczonym do 10 000 razy lub
bardziej, zaleznie od wyjsciowej koncentracji
wirusa w soku. Dlatego komercyjny test koloryme-
tryczny wymaga optymalizacji w celu zwigkszenia
czutosci wykrywania badanych wirusow.

Literatura:

Singh, M., Singh, R. P., Fageria, M. S., Nie, X., Coffin, R.,
Hawkins, G. (2013). Optimization of areal-time RT
PCR assay and its comparison with ELISA, conventional
RT-PCR and the grow-out test for large scale diagnosis
of potato virus Y in dormant potato tubers. Am. J. Potato
Res., 90: 43 — 50.

Treder, K., Mielczarek, M., Pawlowska, A., Zacharzewska, B.,
Fedczak, M. (2019). Opracowanie czulych metod wykry-
wania najwazniejszych wirusow ziemniaka. Biuletyn
IHAR-PIB, 286: 261 — 264.



BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI | AKLIMATYZACJI ROSLIN Nr 291 (1) / 2020: 133-136

E-ISSN: 2657-8913
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Celem realizowanego projektu bylo opra-
cowanie materiatlow 1 procedur do selektywne;j
izolacji kwarantannowej bakterii Clavibacter
sepedonicus comb. nov. (Cs) (Poprzednia nazwa
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
(Cms) z r6znych prob srodowiskowych oraz opra-
cowanie 1 weryfikacja wysoce czutych i specy-
ficznych metod identyfikacji tej bakterii.

Zatozony cel osiagnieto poprzez realizacje
zatozen poszczegélnych tematow badawczych
projektu.

W ramach tematu 1 realizowano badania zwia-
zane z konstrukcja materiatow stuzacych do opra-
cowania immunopodtoza do specyficznej izolacji
komorek bakterii Clavibacter sepedonicus (Cs)
z prob srodowiskowych. W tym celu opracowano
podtoze polimerowe, ktdre po aktywacji chemicz-
nej poddano bioaktywacji. Dzigki wprowadzonym
modyfikacjom, uzyskano efektywnie dziatajace
podtoze, ktore postuzyto do selektywnego wyta-
pywania komorek Cs z badanych prob. Elemen-
tem biologicznie aktywnym byly przeciwciata
anty-Cs uzyskane na drodze selekcji przeciwciat
opracowanych w ramach tematu na bazie trzech
zawiesin bakterii Cs. Do opracowania immuno-
podtoza uzyto przeciwcial dajacych najlepszy
stosunek miana do specyficzno$ci. Na podstawie

oceny czutosci izolacji badanych bakterii Cs
w obecnosci komponentéow soku 9-ciu réznych
odmian ziemniaka w laboratoriach zewngtrznych
potwierdzono skuteczno$¢ dziatania immunopod-
toza oraz opracowanej metodyki. Z kolei identy-
fikacja badanych preparatoéw zalecanym przez
EPPO, klasycznym testem IFAS byta ktopotli-
wa z powodu obecnosci skrobi i komponentéw
soku utrudniajacych identyfikacj¢ bakterii Cs.
Wyniki badan uzyskane w ramach kolejnego
zadania pozwolily na ocene¢ efektywnosci izola-
cji DNA zr6znicowanych mukoidalnie szczepow
bakterii Cs. Stosujagc opracowane w poprzed-
nim roku warunki izolacji DNA, oceniono
wplyw obecnosci Sluzéw bakteryjnych badanych
szczepow Cs na czulos¢ dwoch testow mole-
kularnych. Czuto$¢ stosowanych testow, klasycz-
nego testu PCR oraz testu Real-Time PCR
oceniano na podstawie odpowiednio pomiaru
spektrofotometrycznego oraz analizy elektrofo-
regramow zawierajacych produkty amplifikacji
DNA po przeprowadzeniu testu PCR oraz analiz
krzywych amplifikacji ikrzywych topnienia.
Badania wykonywane w obecnosci komponen-
tow zsoku ziemniaka przy zastosowaniu dla
kazdego z badanych szczepow serii 10-krotnych
rozcienczen, potwierdzity skuteczno$¢ opraco-
wanej metody zar6wno w obecnosci wody, jak
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i komponentow soku ziemniaka. Mimo, iz w obu
testach zaobserwowano znaczny wplyw kompo-
nentow soku ziemniaka, wprowadzenie mody-
fikacji w opracowanej metodyce izolacji DNA
z ekstraktow roslinnych pozwolito na eliminacje
reakcji falszywie negatywnych. Wystepujacy w tym
przypadku brak detekcji wynikal prawdopodobnie
z obecnosci inhibitorow reakcji PCR obecnych
w badanym soku ro$linnym.

Badania realizowane w temacie 3 zwigzane
byly z poréwnaniem stopnia porazenia badanych
odmian ziemniaka na sztuczng inokulacj¢ dwoma
zroznicowanymi mukoidalnie szczepami bakte-
rii Cs. Uzyskane wyniki potwierdzity przydatnosé
opracowanej metody molekularnej w identyfikacji
sprawcy bakteriozy w badanych probach zroslin
i bulw ziemniaka. Podobnie jak poprzednio, tego-
roczne wyniki wskazaly na zr6znicowana reakcje
badanych odmian na inokulacje¢ badanymi bakte-
riami Cs. Wykazano duze zréznicowane porazenie
przez Cs roslin badanych odmian. Najwyzszy indeks
porazenia bulw potomnych odnotowano u odmian
Gwiazda, Jurek i Sagitta, natomiast odmianami
najmniej podatnymi na porazenie przez oba szcze-
py Cs okazaty si¢ Courage i Ikar. Brak lub niskie
porazenie pedow nie przekladato si¢ na niewielkg
liczbe komorek w plonie bulw. Z kolei poraze-
niu latentnemu lodyg sprzyjaly warunki glebowe
wystepujace na glebie 1zejszej charakteryzujacej sig
nizsza wilgotno$cig, natomiast porazenie latentne
bulw notowano czesciej w warunkach gleby ciez-
kiej, wilgotne;j.

Wyniki badan uzyskane w ramach tematu 4,
pozwolity oceni¢ wplyw obecnosci zréznicowa-
nych mukoidalnie szczepow bakterii Cs na poziom
ekspresji objawoéw chorobowych oraz czuto$¢ testu
molekularnego w badanych tkankach ro$lin in vitro.

Podobnie jak wroku poprzednim, ocenia-
ne odmiany wykazaty zréznicowang wrazliwos¢
na obecno$¢ badanych szczepéw Dbakterii Cs.
Bardziej wrazliwg odmiang na porazenie bakteria-
mi Cs byta odmiana Sagitta, u ktorej obserwowano
silniejszedziataniepatogenicznebadanychszczepow
w stosunku do mniej wrazliwej odmiany Coura-
ge. Jednoczesnie nie odnotowano istotnej rdéznicy
statystycznej w oddziatywaniu poszczegolnych
szczepow Cs. W przypadku odmiany tolerancyjnej
oddzialywanie fitotoksyczne Cs bylo znacznie
stabsze. Pomimo jednak braku widocznych obja-
wow makroskopowych na roslinach wskazujacych
na porazenie bakteriami, praktycznie w wigkszos$ci
badanych prob pozytywnych opracowanym testem
PCR potwierdzono obecnos¢ bakterii Cs.

Badania dotyczace zapobiegania
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kontaminacjom bakteriami Cs podiozy stosowa-
nych do hodowli roslin in vitro ziemniaka, pozwo-
lity na ocene wptywu obecnosci koloidu platyny
na dziatanie mieszaniny dwoch innych koloidow
o0 dziataniu antymikrobiologicznym. Zaobserwowa-
no, iz obecnos¢ koloidu platyny polepszyta dziata-
nie hamujace wzrost badanych bakterii, jak rowniez
zréznicowang wrazliwos¢ badanych odmian ziem-
niaka na mieszaning koloidow, ktéra w glownej
mierze zalezata od stosowanej koncentracji. Nizsze
stezenia badanych koloidow powodowaty lepszy
wzrost 1 namnazanie si¢ badanych roslin w porow-
naniu z ro$linami kontrolnymi, natomiast zwick-
szenie koncentracji nanoczgsteczek w mieszaninie
powodowato wyzsza aktywno$¢ antymikrobiolo-
giczng w stosunku do Cs.

Whioski z prowadzonych badan:

— Uzyskane przeciwciata skierowane na komor-
ki bakterii Cs w poréwnaniu do przeciwciat
komercyjnych z Loewe charakteryzowaty
si¢ wyzsza specyficznoscia wobec bada-
nych szczepow Cs oraz relatywnie nizszym
oddzialywaniem niespecyficznym w stosun-
ku do szczepow innych badanych bakterii.
Uzycie przeciwciat oraz odpowiedni sposob
aktywacji matrycy pozwolily na opracowa-
nie immunopodtoza do specyficznej izolacji
komorek bakterii Clavibacter sepedonicus (Cs)
z prob srodowiskowych. Dzigki wprowadzo-
nym modyfikacjom, uzyskano efektywnie dzia-
lajacepodtoze, ktore postuzytodo selektywnego
wylapywania komoérek Cs zbadanych prob
srodowiskowych. Z kolei identyfikacja bada-
nych preparatow zalecanym przez EPPO,
klasycznym testem IFAS okazata si¢ ktopo-
tliwa z powodu obecnosci skrobi 1 kompo-
nentéw soku utrudniajacych identyfikacje
bakterii Cs.

— Badania molekularne zwigzane z weryfikacja
metody izolacji DNA z zawiesin Cs o rdznej
zawarto$ci $luzow bakteryjnych, potwierdzi-
ly skuteczno$¢ opracowanej metody zarowno
w obecnosci wody, jak ikomponentow soku
ziemniaka. W poréwnaniu do zalecanej przez
EPPO metody izolacji DNA, ktora stosowano
jako odnosna, opracowana metoda pozwalata
na uzyskanie wyzszej czuto$ci w przypadku
préb z wody, ale byla jednoczesnie bardziej
wrazliwa na komponenty soku ziemniaka.
Wprowadzenie modyfikacji w opracowanej
metodyce w trakcie izolacji DNA z ekstrak-
tow roslinnych pozwolilo na uzyskanie czuto-
sci adekwatnej do metody odnosnej. Nie
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zaobserwowano istotnej, relatywnej roznicy
w czulosci obu stosowanych testow molekular-
nych.

— Wyniki badan zwigzane z poro6wnaniem stopnia
porazeniabadanychroslin oraz bulw potomnych
potwierdzity funkcjonalno$¢ opracowanych
materialow oraz metodyki izolacji DNA.
Pomimo odmiennych do poprzednich lat
warunkow pogodowych, wykazano zréznico-
wang podatno$¢ badanych odmian na sztuczng
inokulacj¢ badanymi szczepami Cs. Wykaza-
no stosunkowo duze zrdéznicowanie porazenia
przez Cs roslin badanych odmian. Brak lub
niskie porazenie pedéw nie przektadato sie
na niewielkg liczbe komorek w plonie bulw.
Najwyzszy indeks porazenia bulw potomnych
odnotowano u odmian Gwiazda, Jurek i Sagit-
ta, natomiast odmianami najmniej podatnymi
na porazenie przez oba szczepy Cs okazaty si¢
Courage 1 lkar. Z kolei porazeniu latentnemu
lodyg sprzyjaty warunki glebowe wystepujace
na glebie 1zejszej charakteryzujacej si¢ nizsza
wilgotnoscig, natomiast porazenie latentne
bulw notowano czgsciej w warunkach gleby
cigzkiej, wilgotne;j.

— Wyniki badan uzyskane w ramach tematu 4,
pozwolily oceni¢ wpltyw obecnosci zrdzni-
cowanych mukoidalnie szczepow bakterii Cs
na poziom ekspresji objawoéw chorobowych
oraz czulo$¢ testu molekularnego w bada-
nych tkankach roélin in vitro. Badane odmiany
wykazaty zréznicowana wrazliwo$¢ na obec-
no$¢ poszczegolnych szczepéw bakterii Cs.
W porownaniu  do wcze$niejszych ~ badan
z uzyciem mieszaniny 3 szczepoéw Cs, przy
zastosowaniu pojedynczych szczepoéw i analo-
gicznych  koncentracji  komoérek  bakterii
w mieszaninie inokulacyjnej, oddzialtywanie
fitotoksyczne byto znacznie stabsze. Obecnosé
bakterii Cs oceniona testem PCR potwierdzono
praktycznie w wigkszosci badanych prob pozy-
tywnych, czesto pomimo braku widocznych
objawow makroskopowych na roslinach oraz
zamglen w podlozach wskazujacych na silne
porazenie bakteriami Cs.

— Badania dotyczace zapobiegania kontaminacjom
bakteriami Cs podtozy stosowanych do hodow-
li ro$lin in vitro ziemniaka, pozwolity na oceng
wptywu obecnosci koloidu platyny na dziatanie
mieszaniny dwoch innych koloidéw o dziataniu
antymikrobiologicznym. W zaleznosci od stoso-
wanej koncentracji obserwowano zréznicowa-
ng wrazliwos¢ kultur in vitro badanych odmian
ziemniaka na obecno$¢ mieszaniny koloidow.

Nizsze stezenia badanych koloidow powodo-
waly lepszy wzrost i namnazanie si¢ badanych
ros§lin w poré6wnaniu z roslinami kontrolnymi,
wyzsze hamowanie wzrostu i wspotczynnika
namnazania. Aby ustali¢ optymalne warunki
nalezy prowadzi¢ dalsze badania w kierunku
optymalizacji dzialania opracowanej mieszani-

ny.
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molekularne, rizomania

Temat badawczy 1: Przygotowanie i fenoty-
powanie segregujacych populacji buraka cukro-
wego

Cele tematu: Uzyskanie kwitnacych roslin
BC1 i BC2 z krzyzowan typu obiekt meskoste-
rylny (MS) x kandydat na lini¢ dopetniajaca (lini¢
0), ocena fenotypu ptodnosci kwitnacych roslin
BC1 i BC2 oraz uzyskanie siewek ustalonych linii
meskosterylnych.

Opis wynikow: Analizie poddano osiem popu-
lacji BC, kazda z nich liczyta 70 roslin. Populacje
2S 14 122,2S 15 751, 2S 15 753 oraz 3S 15 158
cechowaty si¢ wyrazng dominacja ro$lin czgscio-
wo-me¢skoptodnych (31 — 50%) nad meskoptod-
nymi (1 — 13%). Z kolei w populacjach MsCr
138/17/8 oraz MsCr 138/17/62 bylo odwrotnie
— wyraznie wigcej bylo roslin meskoptodnych
(46%) niz czesciowo-meskoptodnych (3 1 14%).
W pozostatych dwoch populacjach — MsCr
138/17/54 oraz MsCr 138/17/66 — liczebnosci
tych klas fenotypowych byty zblizone (26 —37%).
Dla wszystkich badanych populacji, z wyjatkiem
MsCr 138/17/54, obserwowane rozszczepienie
na ro$liny meskosterylne i me¢skoptodne wynosito
1:1. Z tego wzgledu dla populacji MsCr 138/17/54
wyniki fenotypowania w polu poddano weryfi-
kacji poprzez mikroskopowa ocen¢ zywotnosci
pytku, ktéra wykazala znacznie wigkszy udziat
ro$lin meskosterylnych (54%) niz ocena polowa
(34%), zatem segregacja 1: 1 w populacji MsCr
138/17/54 zostata rowniez potwierdzona.

Whnioski:

— Wszystkie testowane populacje cechowala
spodziewana segregacja na rosliny meskoste-
rylne i m¢skoptodne w stosunku 1:1.

— Segregacja 1:1 wskazuje na monogenicz-
ne dziedziczenie przywracania plodnosci
w badanych populacjach oraz na heterozy-
gotyczno$¢ locus restorerowego u odpowied-
nich roslin ojcowskich.

Temat badawczy 4: Opracowanie platformy
genotypowania buraka cukrowego dla selekcji
wspomaganej markerami

Cele tematu: Opracowanie markerow tetra
-primer ARMS-PCR na bazie roéznic pomig¢dzy
sekwencjami z locus X/x (Rfl/rfl) kodujacymi
biatko Oma, opracowanie markeréw dla genu Z/
Rf2 na bazie sekwencji genu 104890821 z chro-
mosomu IV, ocena nierdbwnowagi sprzezen
pomiedzy allelami loci Rf/rf 1 allelami wybranych
loci markerowych, identyfikacja restorera dla
nowej puli segregujacych populacji, opracowa-
nie markeréw molekularnych identyfikujacych
polimorfizmy w rejonach kodujacych geny poten-
cjalnie zwiagzane z warunkowaniem odpornos$ci
na rizomanie.

Opis wynikow: Zweryfikowano uzytecz-
no$¢ opracowanych markerow molekularnych
sprzezonych z loci restorerowymi dla identy-
fikacji roslin kandydujacych nalinie dopel-
niajace (linie O). Struktur¢ molekularng loci
restorerowych scharakteryzowano przy uzyciu
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czterech markerow molekularnych opracowanych
w latach ubieglych Charakteryzowaty si¢ one
wysokim stopniem kosegregacji z allelami resto-
rerowymi. Markery te wykorzystano do genotypo-
wania dziesieciu losowo wybranych roslin sposrod
czterech meskosterylnych linii buraka cukrowe-
go. Badania molekularne wykazaty niewielkie
zroéznicowanie w strukturze locus restorerowego
u badanych linii meskosterylnych. W wyniku geno-
typowania wybranymi markerami dla loci restore-
rowych, u wiekszosci linii stwierdzono obecno$¢
monomorficznych profili prazkowych. Wynik ten
wskazuje na zgodny z oczekiwaniami homozygo-
tyczny charakter locus restorera w badanym mate-
riale roslinnym.

Genotypowanie populacji segregujacych zosta-
lo przeprowadzone przy uzyciu dwoch markerow
dla genu X oraz dwoch markerow dla genu Z.
Analizy wykazaty, iz w trzech sposrod czterech
badanych populacji za niwelacje sterylizujacego
wptywu cytoplazmy S odpowiada gen X. Obydwa
markery dla genu X — Rfl1-Mors oraz Rfl-se3/Apol
— wykazywaty niemal 100% kosegregacje¢ z fenoty-
pem meskoptodnym/meskosterylnym w tych popu-
lacjach. Wyjatkiem byta jedna populacja, dla ktorej
dla pojedynczej rosliny stwierdzono obecnosé
w obydwu markerach profilu prazkowego charak-
terystycznego dla roslin meskosterylnych. Otrzy-
mane wyniki wskazujg na uzyteczno$¢ testowanych
markeréw dla genu X jako narzedzia do identyfi-
kacji obecnosci allelu restorerowego. Brak kose-
gregacji testowanych markeréw u badanych ro$lin
populacji 3S15158 wskazuje prawdopodobnie
na udzial innego genu restorerowego w przywraca-
niu ptodnosci — prawdopodobnie genu Z.

Wsrod — sklonowanych — fragmentow — genu
LOC104890821 poszukiwano takich, ktore
miaty polimorfizmy charakterystyczne dla

rosliny meskoplodnej. Jeden klon z licznymi
polimorfizmami tego typu udato si¢ zidentyfiko-
wac. Dla rosliny meskoptodnej uzyskano takze
klony o cechach sekwencji zblizonych do klonow
z ro$liny meskosterylnej. Jest to zrozumiate, gdyz

138

ros$liny me¢skoptodne byty heterozygotami w locus
restorera.

Genotypowano 250 roslin nalezacych do 53
populacji buraka cukrowego o rdéznym pocho-
dzeniu i reakcji na wirusa BNYVV przy uzyciu
dwoch markeréw molekularnych opracowanych
w roku 2016. Uzyskane wyniki stanowia kolejne
potwierdzenie skutecznos$ci markeréw sprzezonych
z rejonem genomu buraka cukrowego warunku-
jacym odporno$¢ typu Holly (Rz1) na rizomanig.
Wyniki uzyskane dla obu markerow byly zgodne.
Odniesiono je do wynikoéw testu odpornosciowe-
go, co pozwolito na bezposrednie wnioskowanie
na temat faktycznej reakcji ro§lin na infekcje wiru-
sem BNYVV. Stwierdzono wysoki, ale nie catko-
wity, poziom zgodno$ci wynikéw genotypowania
i wynikow testu odpornosciowego; 68,8% roslin
zostalo przypisane do tego samego genotypu Rzl
W oparciu o oba rodzaje testow.

Whioski:

— Genotypowanie linii me¢skosterylnych wykaza-
o u wigkszosci roslin obecno$¢ profili charak-
terystycznych dla fenotypu meskosterylnego,
badz profili do tej pory nieobserwowanych.

— Genotypowanie  populacji  segregujacych
wykazato, iz za przywracanie plodnosci
w populacjach 138/17/66, MsCr138/17/54 oraz
MsCr138/17/62 odpowiada gen X (Rfl).
Ze wzgledu na brak polimorfizmu wykorzysta-
nych markeré6w DNA nie udato si¢ zidentyfiko-
wac restorera z populacji 3S15158.

— Okres$lono fragmentsekwencjigenu 104890821,
ktory byt charakterystyczny dla rosliny z przy-
wrocong plodnoscia — moze on odpowiadaé
allelowi restorerowemu Z (Rf2) lub wykazy-
wacé z nim bliskie sprzezenie.

— Markery Rz1.9.1 i Rz1.9.2 skutecznie identyfi-
kuja rosliny o odpornosci na rizomani¢ warun-
kowanej genem Rzl.

— Stwierdzono przewage roslin okre$lonych
jako odporne w tescie odpornosciowym,
w stosunku do wynikéw genotypowania wska-
zujacych na wrazliwo$¢ tych samych roslin.
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Stowa kluczowe: burak cukrowy, embriogeneza gametyczna, kultury in vitro, podwojone haploidy

Proces tworzenia nowych odmian bura-
ka cukrowego opiera si¢c w gtownej mierze
na hodowli heterozyjnej, w ktorej istotna role
odgrywaja linie wysoce homozygotyczne.
Jednakze uzyskanie ich metodg konwencjonalna,
czyli poprzez chow wsobny, bazujacy na wymu-
szonym samozapyleniu ro$liny, bedacej z natury
obcopylng jest dlugotrwaty i kosztowny. Dodat-
kowo powyzszemu procesowi towarzyszy silna
depresja wsobna pod wzgledem waznych cech
uzytkowych. Z powyzszych wzgledéw obecnie
niecodzownym elementem strategii tworzenia
i doskonalenia materiatow wyjSciowych dla
hodowli buraka cukrowego (Beta vulgaris L.) jest
wykorzystanie kultur in vitro, a w szczego6lnosci
pozyskanie linii haploidalnych (H) oraz podwo-
jonych haploidow (DH) na drodze embriogenezy
gametycznej (Germana 2011).

Do najczesciej stosowanych technik otrzy-
mywania haploidéw w warunkach in vitro naleza
kultury pylnikéw oraz izolowanych mikrospor,
ktore w przypadku: zyta (Guo i Pulli 2000), psze-
nicy (Chu iin. 1973), jeczmienia (Kasha i Kao
1970) i rzepaku (Cegielska-Taras 2002) sg wyko-
rzystywane na szeroka skale w programach
hodowlanych. Powyzsza metoda, stosowana
wsréd wymienionych gatunkow, jak i wieluinnych
daje satysfakcjonujace efekty (Germana 2011).
Jednakze w przypadku buraka cukrowego jest jak
dotad nieskuteczna. Pozyskanie haploidow Beta
vulgaris na drodze indukowanej androgenezy nie
powiodlo sig, mimo licznych préb wykonanych
na wielu genotypach oraz pozywkach o rézno-
rodnym sktadzie (Rogozinska i Goska 1976,

Rogozinska iin. 1977, Hermann i Lux 1988).
Otrzymanie linii haploidalnych buraka stato si¢
mozliwe dopiero w latach 80-tych z wykorzysta-
niem kultur in vitro niezaptodnionych zalazkow
izalagzni (Van Geyt iin. 1987, Doctrinal i in.
1989, Goska 1997), podczas ktérych dochodzi
do regeneracji haploidalnych pedéw z komorek
jajowych woreczka zalagzkowego. Rosliny haplo-
idalne sg nieptodne, ztego wzgledu niezbgdna
jest ich diploidyzacja dla uzyskania stabilnych
genetycznie 1 cytologicznie linii podwojonych
haploidow.

Zastosowanie procesu gynogenezy pozwala
na trzy- lub czterokrotne skrocenie czasu otrzy-
mania linii homozygotycznych. Nalezy podkre-
sli¢, iz podwojenie liczby chromosomoéw ro$lin
haploidalnych zapewnia uzyskanie catkowitej
homozygotycznosci linii DH pod wzgledem
wszystkich loci, zaledwie w ciagu jednego pokole-
nia. Ma to szczeg6lne znaczenie, gdy materiatem
wyjsciowym sg osobniki wysoce heterozygotycz-
ne. Co wigcej, haploidyzacja roslin buraka cukro-
wego umozliwia otrzymanie uktadu alleli, ktory
w naturalnych warunkach nie bylby mozliwy
do uzyskania. Przy czym, nie dochodzi do tworze-
nia nowej zmienno$ci, lecz jedynie ujawnienia
istniejacej. W zwigzku z tym pozyskanie na duza
skale haploidoéw orazpodwojonychhaploidow daje
mozliwo$¢ prowadzenia selekcji wartosciowych
genotypow, a co za tym idzie przyspiesza efek-
ty hodowli. Jednak wykorzystanie podwojonych
haploidow w hodowli roslin w znacznym stopniu
uwarunkowane jest efektywna metoda ich wypro-
wadzenia zréznych genotypow. Jest to istotne
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do osiggnigcia maksymalnego efektu heterozji,
gdyz komponenty uzywane do krzyzowan powinny
zdecydowanie r6zni¢ si¢ pod wzgledem genetycz-
nym. Utatwia to stworzenie grup heterotycznych
i prognozowanie formuty mieszancow, a w konse-
kwencji zwigksza wydajno$¢ selekcji przy jednocze-
snym obnizeniu poniesionych kosztow. Co wigcej,
linie DH powinny wykazywac¢ genetyczng i cytolo-
giczng stabilno$¢.

Efektywno§¢ procesu gynogenezy zalezy
od wielu czynnikdbw m. in. takich jak: warunki
wzrostu ikondycja rosliny donorowej, stadium
rozwojowego woreczka zalagzkowego, sktad pozyw-
ki, obecno$¢ regulatorow wzrostu. Dotychczaso-
we wyniki badan prowadzonych w bydgoskim
oddziale IHAR-PIB po$wiecone gynogenezie linii
hodowlanych buraka cukrowego wskazaty na silng
zalezno$¢ zdolno$ci regeneracyjnych od genoty-
pu rosliny matecznej (Goska 1997). O ile wcze-
$niej wymienione czynniki mozna optymalizowac,
o tyle bariera genotypowa moze stanowi¢ problem.
Z tego wzgledu wplyw genotypu uwazany jest
za najwazniejszy czynnik warunkujacy efektyw-
no$¢ prawie wszystkich rodzajow kultur tkan-
kowych, aw szczegolnosci gynogenezy. Fakt
ten, po pierwsze limituje postep dalszych prac
hodowlanych, a po drugie, jest zjawiskiem cieka-
wym z punktu widzenia badan podstawowych.
Interesujaca wydaje si¢ by¢ odpowiedzi na pytanie
skad wynika odmienny potencjal embriogenetycz-
ny roslin nalezacych do tego samego gatunku lecz
0 odmiennych genotypach?

Pomimo znacznego postepu  w zakresie
pozyskania podwojonych haploidéow, obecnie
niewiele wiadomo na temat mechanizméw mole-
kularnych  zwigzanych zindukcjg gynogene-
zy. Zgodnie z danymi literaturowymi, obecnos¢
poszczegdlnych komponentow $ciany komorkowe;,
jak tez ich przestrzenna organizacja sg potencjalny-
mi czynnikami odzwierciedlajagcymi lub w pewnym
stopniu  warunkujacymi wiasciwosci morfogene-
tyczne komorek itkanek. Badania prowadzone
na 3 liniach kalusa buraka cukrowego (normalne-
g0, nieorganogenicznego irakowego) roznigcych
si¢ potencjatem morfogenetycznym wykazaty,
iz w toku prowadzenia kultur dochodzi do zréz-
nicowanej ekspresji peroksydaz, chitynaz, este-
raz pektynowych. Powyzsze enzymy uczestniczg
w modyfikowaniu wtasciwosci komponentow $cia-
ny komodrkowej, przy czym chitynazy biorg udziat
w szlaku przemian czg$ci biatkowej arabinogalak-
tanow, zawierajacych N-acetylo-D-glukozamig
(GIcNAc) oraz glukozaming (GIcN), co prowadzi
do uwolnienia  oligosacharydowych czasteczek
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sygnalnych (Pavokovi¢ iin. 2012). Obecny stan
wiedzy pozwala stwierdzi¢ istotng rolg komponen-
tow $ciany komorkowej jakimi sa proteoglikany
AGP (ang. arabinogalactan proteins) w proce-
sach wzrostu tagiewki pyltkowej, wydtuzania
iroznicowania komorek, atakze regulacji soma-
tycznej embriogenezy (Capataz-Tafur iin. 2011).
Ponadto wykazano obecno$¢ AGP w organach
wegetatywnych 1 generatywnych roslin, w tym
rowniez w zalazkach (Acosta-Garcia 1 Vielle-
Calzada 2004; Qin i Zhao 2006).

Wyniki przytoczonych prac eksperymentalnych
jak rowniez badan prowadzonych w IHAR-PIB
potwierdzaja istotng role proteoglikanow AGP
w procesach morfogenezy roslin. W toku prowa-
dzonych prac wykazano, ze egzogenne AGP doda-
wane do pozywek w poczatkowym okresie kultury
protoplastow szparkowych buraka cukrowego maja
istotny wptyw na efektywnos¢ organogenezy kalu-
sa w kolejnych etapach rozwoju. Wydajnos¢ orga-
nogenezy istotnie wzrosta z6,82% (kontrola)
do 47,22%. (dodatek AGP) (Wisniewska i Majew-
ska-Sawka 2007, 2008).

Dlatego tezuznano za celowe poréwnanie struk-
tury $cian komodrkowych syntetyzowanych przez
trudno itatwo regenerujgce na drodze gynogene-
zy genotypy buraka cukrowego, ze szczegdlnym
uwzglednieniem lokalizacji i rearanzacji proteogli-
kanow. Ponadto, podj¢to probe znalezienia rdznic
molekularnych na poszczegdlnych etapach rozwo-
ju niezaptodnionych zalagzkow buraka cukrowego
w obregbie danego genotypu oraz pomiedzy genoty-
pami o odmiennym potencjale embriogenetycznym.
W tym celu wykorzystano metode roznicowego
profilowania ekspresji genow (ang. differential
display) bazujacej na analizach PCR (Liang i Pardee
1992). Powyzsza technika w poréwnaniu m.in.
z hybrydyzacja réznicowa umozliwia identyfikacje
nawet rzadkich transkryptow. Wykorzystywana jest
w przypadku identyfikacji gendéw uczestniczacych
w odpowiedzi na susz¢ ubawelny (Selvam i in.
2009) czy analiz zmian ekspresji gendw u osob-
nikow pochodzacych zindukowanej mutagenezy
(Phanchaisri i in. 2012).

Z powyzszych wzgledow celem niniejszego
projektu bylo poszerzenie wiedzy na temat prze-
biegu embriogenezy gametycznej na poziomie
cytologicznym i molekularnym miedzy wyse-
lekcjonowanymi genotypami o wysoki i niskim
potencjale gynogenetycznym. Badania prowa-
dzone z wykorzystaniem metod biochemicznych,
immunocytochemicznych i molekularnych byly
poswiecone lokalizacji oraz biologicznej roli endo-
gennych proteoglikanow AGP oraz réznicowemu
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profilowaniu ekspresji gendéw podczas rozwoju
niezaplodnionych zalazkow buraka cukrowego.
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syringae pv. lachrymans

Celem prac w 2019 roku bylo opracowanie
i okre$lenie przydatnosci markeréow molekular-
nych sprzezonych z loci odporno$ci na bakteryjna
kanciastg plamisto$¢ ogorka na potrzeby hodow-
li tworczej. Zostato to osiggnicte poprzez testo-
wanie 1ocen¢ poziomu odpornosci wybranych
linii hodowlanych ogoérka na bakteryjna kancia-
sta plamistos¢ w warunkach fitotronowych oraz
genotypowanie tych linii za pomocg markerow
molekularnych sprzezonych z loci odpornosci.

Do badan wytypowano zestaw 30 linii ogor-
ka o zroznicowanej odpornosci na bakteryjna
kanciastg plamisto$¢. Wykonano testy fitotrono-
we wykorzystujac wczesniej oprawcowang meto-
dyke i wirulentny szczep Pseudomonas syringae
pv. lachrynmans 814/98 (Olczak-Woltman 1 in.
2007, Stomnicka i in. 2018a). Testy fitopatolo-
giczne potwierdzily, ze wsrod badanych linii byty
zarowno linie bardziej odporne, jak i bardziej
podatne w poréwnaniu ze stosowanymi standar-
dami tj. liniag odporng Gy14 i linig podatng B10.
Najwyzszy poziom odpornosci wykazata grupa
czterech linii. Charakteryzowaly si¢ one brakiem
chlorotycznych plam na liSciach, a §rednia ocen
DSI (disease severity index) w skali od 1 do 9
(gdzie 9 oznacza pelng odpornos¢) wynosita 7,0.
W wyniku inokulacji na lisciach roélin tych linii
obserwowano jedynie drobne nekrotyczne plam-
ki. Wsrod najbardziej odpornych linii byta linia
wywodzaca sie z C. sativus var. hardwickii Alef.,
co potwierdza, ze cennym zréodlem odpornosci

na kanciastg plamisto§¢ mogg by¢ linie uzyska-
ne w yniku krzyzowania C. sativus var. sativus
z jego dzika forma C. sativus var. hardwickii.

Opracowano zestaw markerow molekular-
nych, sposréd ktorych wytypowane te, ktore moga
by¢ przydatne w selekcji materialow hodowlanych
odpornych na bakteryjng kanciastg plamistos¢.
Najlepsze okazaty sie trzy markery oparte o PCR
— dwa markery typu Indel-PCR i marker CAPS-P-
CR. Przy zalozeniu, ze linie o wartosci DSI > 5,5
sa odporne, stwierdzono zgodno$¢ oceny feno-
typowej z genotypem na poziomie 83-87% dla
poszczeg6lnych markeréw. Wytypowane marke-
ry molekularne sg zlokalizowane w obrebie locus
psi5.2. Mniejsza zgodno$¢ fenotypu z genotypem
uzyskano dla markerow znajdujacych si¢ w obre-
bie locus psl5.1, chociaz w populacji mapujace;j
Gyl14xB10 obserwowano wigkszy efekt tego
locus (Stomnicka iin., 2018b). Dwa sposrod
trzech opracowanych markerow miaty charakter
kodominujacy (markery Indel- PCR) za$ trze-
ci marker nie miat takiego charakteru i pomimo
roznych sposobow testowania nie udato sie opra-
cowac¢ warunkow, w ktorych marker ten réznico-
walby homozygoty od heterozygot w materiatach
podatnych na kanciastg plamistosc.

Dla opracowanych trzech markeré6w mole-
kularnych nie uzyskano pelnej zgodnosci
fenotypu z genotypem. Brak tej zgodnosci
moze wynika¢ z doboru linii isposobu testo-
wania ro$lin, jak réwniez obecnosci innych
loci majacych wplyw na poziom odpornosci.
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Cze$¢ linii charakteryzowala si¢ spowolnio-
nym tempem wzrostem 1iwobec tego testo-
wanie  wykonano  namlodszych  lisciach,
co mogto powodowaé zanizenie wartosci wskaz-
nika DSI w testach fitopatologicznych i prowadzi¢
do opisania tych linii jako bardziej podatne niz
sa w rzeczywistosci. Ponadto doniesienia litera-
turowe i nasze nieopublikowane wyniki wskazuja
na to, ze u niektérych linii/odmian takze na chro-
mosomie 1 wystepuja loci wptywajace na poziom
odpornosci  roslin  na kanciasta  plamistosc.
To takze moze tlumaczy¢, dlaczego nie odno-
towalismy pelnej zgodnosci fenotypu z genoty-
pem w przeprowadzonych analizach. Wydaje sig,
ze opracowanie markeréw dla gendéw odpornosci
na chromosomie 1 i potaczone testowanie z wyko-
rzystaniem markeréw dla loci na chromosomie 5
podwyzszytoby skuteczno$¢ selekcji materialow
odpornych.

Najwazniejsze wnioski z prowadzonych badan
— Wytypowano zestaw linii, ktore réznity sig
podatnoscig na kanciasta plamisto$¢, co umoz-
liwito dalsze testowanie markeré6w molekular-
nych z wykorzystaniem tych linii.
— WSsrod linii o najwyzszej odporno$ci na kancia-
sta plamisto$¢ byla linia ogdérka pochodzaca
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z C. sativus var. hardwickii, co potwierdza,
ze C. sativus var. hardwickii moze by¢ dobrym
zrodtem odpornosci na t¢ chorobg.

— Opracowano zestaw markeréw moelkularnych
sprzezonych z loci odporno$ci na kanci-
asta plamisto$¢ zidentyfikowanymi na chro-
mosomie 5, dla ktérych po przetestowaniu
w obrebie panelu 30 linii ogérka uzyskano
zgodnos$¢ fenotypowania z genotypowaniem
na poziomie 83-87%.
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Analiza wplywu hipoksji na zwiekszenie tolerancji
na stresy u pomidora (Lycopersicon esculentum L.)

i ogorka (Cucumis sativus

L)

Analysis of the effects of exposure to hypoxia on increase stress tolerance at tomato
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podfstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr HOR.hn.802.8.2018, Zadanie nr 7.

Stowa kluczowe: hipoksja, ogorek, pomidor, stres, zalanie

Na uprawe pomidora i ogdrka niekorzyst-
ny wplyw maja czynniki $rodowiskowe, ktore
W znaczacy sposob wptywaja na spadek produk-
tywnosci roslin. Jednym z priorytetowych proble-
moéw badawczych w hodowli pomidora i ogorka
jest poznanie mechanizméw zwigzanych z naby-
waniem odpornos$ci na stresy abiotyczne. Krotko-
trwaty stres obnizonego stezenia tlenu w glebie
moze stanowi¢ czynnik stymulujacy odpornos¢
ro$lin na niekorzystne warunki stresowe (Ma i in
2016).

Celem zadania badawczego jest zastosowa-
nie stresu obnizonego st¢zenia tlenu w glebie
(hipoksji) w stadium rozsady do uaktywnienia
mechanizmoéw odpornosci (tolerancji) na czynni-
ki srodowiskowe u pomidora i ogérka.

W 2019 roku celem podjetych badan byla
ocena wptywu hipoksji w obrgbie systemu korze-
niowego pomidora i ogorka na morfologi¢ roslin,
na aktywnos$¢ wybranych zwigzkow o charakterze
antyoksydacyjnym, ekspresje genéw i wybranych
biatek. Ponadto cel badan stanowito poréwnanie
dynamiki wzrostu roslin oraz wielkos$ci i jakos$ci
plonu owocé6w pomidora traktowanych i nietrak-
towanych stresem hipoksji w fazie rozsady.

Obiektami badan byly 2 genotypy pomidora

oraz 2 linie DH ogoérka.Rosliny po osiagnigciu
stadium 2-4 lisci wlasciwych podzielono
na 3 grupy roslin tj. pierwsza grupa (kontrol-
na) uprawiana byla bez zastosowania warun-
kow  stresowych, druga grupa (oznaczona
jako 1xH) zostata potraktowana stresem obni-
zonej zawartosci tlenu w obrebie systemu
korzeniowego poprzez zalanie wielodoniczek
woda przez okres 7 dni, trzecia grupa (oznaczona
jako 2xH) zostala potraktowana stresem hipoksji
poprzez zalanie przez okres 7 dni, po czym po 14
dniach od ustania warunkéw stresowych rosliny
z tej grupy ponownie poddane zostaty hipoksji
przez kolejne 7 dni.

Temat badawczy 1.1: Analizy wptywu stresu
obnizonego stg¢zenia tlenu na morfologi¢ roslin
pomidora

Cel:

Ocena wplywu warunkow hipoksji w obrebie
systemu korzeniowego roslin w stadium 2-4
lisci wiasciwych pomidora na wyglad morfolo-
giczny roslin.

Wyniki:

Analiza wynikow oceny morfologicznej wska-
zala na obecno$¢ zréznicowania genotypowego

Komunikat
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w odpowiedzi na stres hipoksji. U pomidora 7-dnio-
wy stres poprzez zalanie systemu korzeniowe-
go u obydwu genotypoéw pomidora spowodowat
spowolnienie wzrostu ro$lin, ale nie spowodowat
zmiany w liczbie i morfologii lisci. Catkowita
$wieza masa ro$lin ulegla zmianie po 7-dniowym
stresie hipoksji jedynie u obiektu tolerancyjnego

(POL 7/15), a ponowne zalanie ros$lin nie wptyneto

na zmian¢ $wiezej masy roslin pomidora. Stwier-

dzono wptyw stresu hipoksji na obnizenie zawar-
tosci suchej masy w liSciach badanych genotypow
pomidora. Podobng tendencje¢ zaobserwowano

w odniesieniu do zawartos$ci suchej masy w pedach

roslin badanych genotypéw pomidora. U obydwu

genotypow pomidora zaobserwowano rozwdj
korzeni bocznych, jednak wczesniej ten proces

zaobserwowano u obiektu wrazliwego (PZ 215).

Masa wytworzonych korzeni réznita si¢ migdzy

genotypami.

Wnhioski:

Stres hipoksji wywotany zalaniem roslin w obre-

bie systemu korzeniowego wptywa na wybrane

cechy morfologiczne roslin pomidora m.in. hamu-
jac ich wzrost oraz zmniejszajac ich biomase.

1. W warunkach ograniczonej dostepnosci tlenu
rosliny obydwu obiektow pomidora wytworzy-
ly korzenie boczne, przy czymu PZ 215 stwier-
dzono ich wigksza masg.

Temat badawczy 1.2: Ocena aktywnosci
systemu antyoksydacyjnego pomidora i ogérka w
warunkach stresu hipoksji
Cel:

Ocena wptywu stresu hipoksji w obrebie syste-
mu korzeniowego pomidora i ogérka na zawartos¢
wybranych antyoksydantow niskoczasteczkowych
tj. kwasu askorbinowego 1 glutationu.

Wyniki

U badanych genotypéw ogorka i pomidora
najwigcksze zmiany w zawarto$ci kwasu askorbi-
nowego w lisciach pod wpltywem zastosowanego
stresu zaobserwowano w 28 dniu trwania do§wiad-
czenia, przy czym zmiany te byty zalezne od gatunku
1 genotypu. W przypadku glutationu jego zawarto$¢
nie zmienita si¢ u roslin poddanych dwa razy streso-
wi w porownaniu do roslin kontrolnych (w 28 dniu
doswiadczenia) u genotypu tolerancyjnego POL
7/15, natomiast u genotypu PZ 215 wzrosta. Liscie
ogorkéw DH2, jak i DH4 poddanych jednokrotne-
mu stresowi (1xH) zawieraly mniej glutationu w 21
dniu trwania do$wiadczenia niz w roslinach kontro-
Inych. Natomiast u genotypu DH4 zaobserwowano
taka reakcje rowniez po pierwszych 7 dniach trwa-
nia stresu. Wskazuje to na odmienne reakcje roslin
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0 wyzszej 1 nizszej wrazliwos$ci na stres hipoksji.

Wnhioski:

1. Zastosowane warunki hipoksji wptywaja
na zmiany w uktadzie antyoksydacyjnym ro$lin
pomidora i ogorka.

2. Zaobserwowane roznice w badanych parame-
trach wskazuja na r6zng wrazliwos$¢ badanych
genotypow pomidora czy ogdrka na stres hipo-
ksji.

Temat badawczy 1.3: Immunodetekcja wybra-
nych biatek u pomidora pod wptywem stresu hipo-
ksji
Cel:

Analiza akumulacji wybranego biatka (ADH)
w korzeniach dwoch genotypow pomidora w warun-
kach hipoksji.

Wyniki
Immunhistochemiczna detekcja dehydrogenazy

alkoholowej (ADH, ang. alcohol dehydrogenase)

uwidocznita obecnos¢ sygnatu fluorescencyjnego
wylacznie w korzeniach roslin traktowanych stre-
sem hipoksji. Nie zaobserwowano sygnatu fluore-
scencji na preparatach lisciowych. Po 7 dniach
stresu u pomidora PZ 215 na preparatach korzeni
bocznych zaobserwowano slabszy sygnat fluore-
scencyjny niz u pomidora POL 7/15, co przektada
si¢ na mniejszg akumulacje ADH u obiektu wrazli-
wego (PZ 215). Ponadto, po jednokrotnym zalaniu
roslin (1xH) zaobserwowano wigkszg akumulacj¢
biatka ADH w korzeniach bocznych niz w korzeniu
glownym. W korzeniu gtéwnym u obydwu obiek-
tow pomidora stwierdzono akumulacje¢ biatka ADH

w komorkach tkanki migkiszowej i w drewnie, przy

czym sygnal fluorescencyjny byl wyraznie silniej-

szy u PZ 215 w poréwnaniu do obiektu tolerancyj-

nego (POL 7/15).

Whnioski:

1. Immunohistochemiczna analiza potwierdzi-
ta akumulacj¢ biatka dehydrogenazy alkoho-
lowej (ADH) pod wpltywem stresu hipoksji,
co potwierdzito udziat ADH w odpowiedzi
na w/w stres.

2. Obecnie niewiele jest wiadomo o dystrybucji
biatka ADH u roélin i z tego powodu wyni-
ki sa bardzo warto$§ciowym uzupelieniem
dotychczas uzyskanych danych charakteryzu-
jacych aktywno$¢ genu i biatka dehydrogenazy
alkoholowej w warunkach stresu hipoks;ji.

Temat badawczy 1.4: Analiza porownawcza
transkryptomoéw dwoch obiektow ogorka o skrajnej
reakcji na hipoksje

Cel:
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Zsekwencjonowanie transkryptoméw zwigza-
nych z regulacja ekspresji genow (miRNA) aktywo-
wanych pod wptywem hipoksji u dwoch obiektow
ogorka, okre$lonych w pierwszym etapie badan
jako obiekty skrajnie reagujace na badany stres.

Wyniki
W niniejszych badaniach dokonano identyfikacji

genow miRNA ekspresjonowanych w korzeniach
ogorka na skutek stresu hipoksji, w wyniku czego
udato si¢ zidentyfikowa¢ 19 nowych czasteczek
miRNA, ktore ulegly roznicowej ekspresji w odpo-
wiedzi na w/w stres. Kompleksowa analiza bioin-
formatyczna pozwolita wskazaé potencjalne geny
podlegajace regulacji dla nowo zidentyfikowanych
czasteczek miRNA, wsrod ktorych najliczniejsza
grupe stanowily czynniki transkrypcyjne mi.in.
czynnik transkrypcyjny zwiazany z odpowiedzia
na auksyny (ARFs).

Whnioski:

1. Zidentyfikowane geny miRNA stanowig bazg
do dalszych badan zwigzanych z poznaniem
funkcji, jaka pelnig one w odpowiedzi na stres
hipoksji u ogorka.

2. Szczegotowa analiza poziomow ekspresji
miRNA pozwolita wskazaé czasteczki miRNA
specyficzne dla dwoch badanych linii ogor-
ka, z ktoérych jedna wykazuje si¢ tolerancja
na hipoksje (DH4), a druga wrazliwos$cia
na badany stres (DH2).

3. W kolejnym etapie niezbgdna jest walidacja
laboratoryjna wyselekcjonowanych czaste-
czek miRNA u ogdrka, w celu potwierdzenie
wynikéw uzyskanych in silico oraz walidacja
w poczatkowej fazie trwania stresu hipoksji,
w celu wytypowania czasteczek zaangazowa-
nych we wczesng odpowiedZ na stres ograni-
czonego dostepu tlenu.

Temat badawczy 1.5: Walidacja poziomu
ekspresji genéw regulatorowych u pomidora pod
wplywem stresu hipoksji
Cel:

Optymalizacja metody walidacji i analizy pozio-
mu ekspresji miRNA zidentyfikowanych in silico
oraz transkryptu docelowego (potencjalnie przez
nig regulowanego) u dwoch genotypow pomidora
w warunkach hipoksji.

Wyniki

Sly-miR156b,c,a nalezy do konserwatywnych
krotkich niekodujacych czasteczek RNA i jest zaan-
gazowana miedzy innymi w procesy adaptacyjne
do réznych warunkéw stresowych (Khraiwesh 1 in.
2012). W niniejszych badaniach zaobserwowano
wzrost ekspresji czasteczki miRNA156b,c,a pod

wpltywem stresu zalania systemu korzeniowe-

go roslin dwoch badanych obiektow pomidora.

Analizy bioinformatyczne pozwolity wskaza¢ gen

docelowy SPL (Squamosa promoter binding-like

protein) nalezacy do grupy czynnikéw transkryp-
cyjnych, ktory moze by¢ potencjalnie regulowany

przez sly-miR156b,c,a. Zaré6wno u roslin PZ 215,

jak 1 POL 7/15 zaobserwowano, ze wraz ze wzro-

stem wzglednego poziomu ekspresji czasteczki
sly-miR156b,c,a maleje poziom ekspresji genu

SPL, co wskazuje na wyciszajacg role czasteczki

miRNA156b,c,a w regulacji ekspresji genu SPL.
Realizacja niniejszego zadania umozliwita opra-

cowanie protokotu stuzacego do walidacji miRNA
zidentyfikowanych in silico, jak rowniez do wali-
dacji genu, ktory potencjalnie moze by¢ przez nie
regulowany.

Whioski:

1. Wozrost ekspresji czasteczki miRNA156b,c.a
koreluje ze wzglegdnym poziomem ekspre-
sji genu potencjalnie regulowang przez nia,
tj. wzrost wzglednego poziomu ekspresji
sly-miR156b,c,a  powoduje  zmniejszenie
poziomu ekspresji genu SPL.

2. Zaobserwowany zroznicowany profil ekspresji
sly-miR156b,c,a pomigdzy roslinami kontrol-
nymi a stresowanymi hipoksja moze §wiadczy¢
o tym, ze ta czgsteczka miRNA zaangazowana
jest w odpowiedZ na w/w badany stres w trak-
cie jego trwania.

3. Opracowany protokét moze by¢ wykorzystany
do walidacji kolejnych miRNA zidentyfikowa-
nych u dwoch badanych genotypéw pomidora:
PZ 2151 POL 7/15.

Temat badawczy 2: Prowadzenie uprawy wazo-
nowej w warunkach szklarniowych, analizy porow-
nawcze dynamiki wzrostu roslin oraz wielkosci
i jako$ci plonu pomidora

Cel:

Poréwnanie dynamiki wzrostu ro$lin oraz wiel-
kosci i jakosci plonu owocéw pomidora traktowa-
nych i nietraktowanych stresem hipoksji w stadium
rozsady.

Wyniki

U pomidora POL 7/15, ktory okre§lony zostat
jako tolerancyjny na badany stres, jak rowniez u PZ
215, charakteryzujacego si¢ wrazliwoscia na stres
hipoksji, zaobserwowano wolniejsze tempo wzro-
stu ros$lin, ktére potraktowano dwukrotnie stresem
hipoksji (2xH) w stadium rozsady. U pomidora
wrazliwego na stres hipoksji uzyskano wigkszy
plon ogdélny z roslin kontrolnych i roslin potrak-
towanych podwdjnie stresem hipoksji (2xH),
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co moze potwierdza¢ hipoteze, ze potraktowanie
ro$lin pomidora w stadium rozsady krotkotrwatym
stresem wplywa na nabywanie zwigkszonej tole-
rancji na kolejne aplikacje stresu u roslin pomi-
dora wykazujacych sie generalng wrazliwoscia
na ograniczony dostep tlenu. Sposréd dwoch bada-
nych pomidoréw jedynie owoce pomidora PZ 215
traktowanego w stadium rozsady stresem hipoksji
wykazywaly istotnie wyzszy procent suchej masy
w porownaniu z owocami ro$lin kontrolnych.
Jednokrotne potraktowanie roslin stresem hipok-
sji w fazie rozsady nie wptyngto w istotny sposob
na zawarto$¢ cukréw w zadnym z analizowanych
obiektéw pomidora, natomiast dwukrotna aplikacja
stresu spowodowata wigksze gromadzenie cukréw
tj. o ok. 17% w owocach PZ 2151 31% w owocach
POL 7/15. Zaobserwowano brak wplywu zalania
ro$lin pomidora w stadium juwenilnym i owocowa-
nia na zawarto$¢ kwasu askorbinowego i likopenu.
Whnioski:
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1. Dwukrotne potraktowanie roslin stresem
hipoksji wptywa negatywnie na tempo wzrostu
roslin pomidora tolerancyjnego i wrazliwego
na w/w badany stres.

2. Zaobserwowano zréznicowanie migdzygeno-
typowe w odpowiedzi na stres hipoksji u roslin
pomidora genotypu PZ 215 i POL 7/15 w fazie
owocowania.
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water deficit stress
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Stowa kluczowe: cebula, DArTseq, susza, tolerancja

Celem zadania prowadzonego w roku
2019 byta charakterystyka kolejnych 150 linii/
odmian cebuli pod wzgledem reakcji na stres
suszy w fazie kietkowania nasion, wzrostu
siewek 1 wigzania cebul oraz ocena polimorfizmu
genomowego metodg DArTseq u wybranych
94 populacji cebuli o zréznicowanej odpowiedzi
na stres deficytu wody. Material do badan pocho-
dzit z polskich i zagranicznych firm hodowlano-
nasiennych oraz z Banku Genéw Instytutu Ogrod-
nictwa w Skierniewicach.

Stwierdzono bardzo duze zro6znicowa-
nie ocenianych obiektow cebuli pod wzgledem
tolerancji na stres suszy, ktory wywolywany byt
zastosowaniem poliglikolu etylenowego (PEG)
w stezeniu 18% dla fazy kietkowania nasion oraz
10% dla fazy siewek. Sposrod 150 testowa-
nych linii/odmian cebuli, u 12 nie obserwowano
istotnych roznic migedzy zdolnoscig kietkowania
w warunkach kontrolnych i stresowych, o czym
swiadczy% skietlkowanych nasion w suszy
wzgledem kontroli, ktory wynosi od 95 do 105%.
Najbardziej wrazliwe na stres suszy fizjologicz-
nej w fazie kietkowania okazaty si¢ dwie linie,
u ktérych zdolno$¢ kietkowania nasion zostata
zredukowana o ponad 90% wzgledem kontro-
li. Podobnie jak w fazie kielkowania, réwniez
w fazie siewek zaobserwowano zréznicowang
reakcje badanych obiektéw cebuli na niedobor
wody. Na podstawie §rednich warto$ci ze wszyst-
kich linii/odmian stwierdzono, ze sposrod

trzech ocenianych parametrow wzrostu siewek,
stres niedoboru wody najmniej redukowat
dtugos¢ korzeni (36%); natomiast Swieza masa
i dhugos¢ liscieni byly zahamowane w ponad
50%. U 21 genotypow cebuli zanotowano
dluzszy korzen w warunkach stresu suszy niz
w kontroli. Najbardziej wrazliwych na deficyt
wody okazato si¢ 8 obiektow z redukcja dlugo-
sci korzeni o ponad 80% w stosunku do kontroli.
Zastosowanie 10% stezenia PEG u wszystkich
linii zmniejszyto dtugos¢ liscieni i $§wieza mase
siewek.

W doswiadczeniu prowadzonym w fazie
wigzania cebul w tradycyjnej suszy glebo-
wej (50% pojemnikowej pojemnosci wodnej)
rowniez zaobserwowano duze zroznicowa-
nie pomiedzy liniami pod wzglgdem S$redniej
masy cebul. Najwicksze straty masy cebul
(50 — 55%) zanotowano dla czterech obiek-
tow, ktore stanowity 2,5% badanej populacji.
U 16 linii nie stwierdzono znacznych rdznic
miedzy masa cebul w warunkach kontrolowa-
nych i stresowych, o czym $wiadczy % masy
cebul w suszy wzgledem kontroli, ktory wyno-
si od 91 do 108%. Natomiast istotny wzrost
masy cebul od 15 do 21% w warunkach deficytu
wody w stosunku do kontroli zanotowano u czte-
rech obiektow.

Na podstawie wynikow uzyskanych dla fazy
kietkowania, siewek i wigzania cebul, sposrod
150 obiektow wybrano 94 o zréznicowanej reak-
cji na stres niedoboru wody. Ich genotypowanie
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jest prowadzone w oparciu o technologic DArT-
seq przez Diversity Arrays Technology (DArT)
Pty Ltd. Wyniki profilowania DNA 188 obiek-
tow (94 z 2018r. i 94 z 2019 r.) beda analizowa-

ne

bioinformatycznie celem wygenerowania jak

najwigkszej liczby markerow, ktore zostang wyko-

1Zy

stane do konstrukcji silnie zaggszczonej mapy

genetycznej niezbednej do identyfikacji regionow
genomu odpowiedzialnych za tolerancje¢ cebuli
na deficyt wody.

1.

150

Whnioski

Badane obiekty cebuli charakteryzuja si¢
poszukiwang zmienno$cig pod wzgledem tole-
rancji na stres suszy w réznych fazach wzro-
stu 1 rozwoju wegetatywnego. Dzigki temu

stanowia cenny materiat do badan polimor-
fizmu genomowego cebuli przy wykorzystaniu
platformy DArTseq.

. Zwigkszenie dhugosci korzenia pod wpltywem

stresu suszy moze by¢ wskaznikiem tolerancji
cebuli na deficyt wody.

. Przeprowadzona oddzielnie dla kazdej linii/

odmiany analiza wplywu niedoboru wody
na wielko$¢ badanych cech wzgledem kontro-
li pozwolita na wybranie linii charakteryzuja-
cych si¢ skrajng reakcja na susze, ktore postuza
do badan fizjologiczno-biochemicznych oraz
wygenerowania  populacji  mieszancowych
niezbednych do okreslenia czynnikdéw genetycz-
nych warunkujacych tolerancje cebuli na deficyt
wody.
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Opracowanie i wykorzystanie wysokowydajnych

technik selekcji genomowej w doskonaleniu warzyw

Development and application of high-throughput techniques for genomic selection

in the improvement of vegetable crops

Dariusz Grzebelus *, Alicja Macko-Podgoérni, Katarzyna Stelmach,

Kornelia Kwolek, Rafat Baranski
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
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Stowa kluczowe: genotypowanie, korzen spichrzowy, mapowanie asocjacyjne, marchew, transpozony DNA, struktura

zmiennoS$ci genetycznej

Temat badawczy 1: Fenotypowanie roslin
Cel tematu:

Wyprowadzenie i ocena populacji marchwi
o r6éznych parametrach korzenia spichrzowego
w doswiadczeniu polowym.

Opis wynikow:

W dos$wiadczeniu polowym wysiano ogdtem
dziewig¢ populacji, w tym siedem populacji
WI-OSC oraz dwie populacje pochodzace z samo-
zapylenia roélin z kolekcji RS. Ogoétem ocenio-
no 50 korzeni z pieciu pozostalych populacji
WI-OSC, a takze 160 korzeni z dwoch populacji
RS. Badane populacje roznily si¢ pod wzgledem
ocenianych cech morfologicznych, tj. dlugosci
korzenia, szeroko$ci glowy, szerokosci ramion,
szerokosci nasady korzenia oraz koloru korzenia
oraz wspotczynnikéw ksztaltu (K), zbiezystosci
(Z) 1 przyrostu na grubosc¢ (G).

Whnioski:

Populacje oceniane w doswiadczeniu polo-
wym wyraznie roznity si¢ morfologia korzeni
spichrzowych, w tym kolorem oraz parametrami
opisujacymi ksztatt korzenia.

Temat badawczy 2: Wysokowydajne genotypo-
wanie
Cel tematu:

Opracowanie dodatkowego panelu polimor-
fizméw insercji transpozonéw DcSto w oparciu

1 insercje nieobecne w genomie referencyjnym.

Opis wynikow:

W wyniku przeprowadzonej analizy zidenty-
fikowano tacznie 18 518 miejsc insercji elemen-
tow DcSto nalezacych do 14 rodzin. Sposrod 167
zaprojektowanych par starterow, 124 charakte-
ryzowaly sie amplifikacjg produktow o oczeki-
wanej dlugosci, pozostate 43 charakteryzowaty
si¢ obecnoscig produktéw o dlugosci innej niz
oczekiwana lub brakiem wydajnej amplifika-
cji. Nowy panel markerow DcS-ILP postuzyt
do genotypowania 42 roslin z badanej kolekcji
marchwi uprawnej typu wschodniego i zachod-
niego. 84 markery identyfikowaty polimorfizm
insercji elementdw DcSrto. Dodatkowe warianty
alleliczne charakteryzowaly si¢ niska czestoscia
wystepowania. Frekwencja dodatkowego allelu
byta zauwazalnie wyzsza w grupie marchwi typu
zachodniego. W poréwnaniu do wczesniej opra-
cowanych markeréw DcS-1LP dla puli zachodniej,
markery opracowane dla marchwi typu wschod-
niego wskazywaly na nieco stabsza, cho¢ nadal
wyrazng, odrebnos¢ obu pul genowych marchwi
uprawnej (rys. 1). Wigkszos¢ insercji pochodza-
cych z puli wschodniej byta mniej rozpowszech-
niona niz insercje z puli zachodniej (rys. 1).

Whioski:

— Marchew typu wschodniego charakteryzuje
si¢ wysokim poziomem polimorfizmu inser-
cji elementdw DcSto.
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— Markery DcS-ILP réznicujg marchew uprawng
na dwie pule genowe; marchwi typu wschodnie-
go 1 zachodniego.

— Loci zawierajace insercje elementéw DcSto
u ro$lin reprezentujacych populacje marchwi
typu wschodniego zwykle wystepuja z nizsza
czestotliwos$cig niz loci zawierajgce takie inser-
cje, zidentyfikowane w oparciu o genom refe-
rencyjny. Moze to $wiadczy¢ o selekcyjnym
waskim gardle na etapie wyodrebnienia puli
zachodniej marchwi uprawne;j.

Temat badawczy 3: Analiza bioinformatyczna
i identyfikacja polimorfizméw diagnostycznych
Cele tematu
Mapowanie asocjacyjne w oparciu o wyniki
fenotypowania i genotypowania GBS; identyfikacja
i charakterystyka gendéw kandydujacych warunku-
jacych morfologi¢ korzenia.

Opis wynikow

Analize GWAS przeprowadzono dla 300 ro$lin.
Pierwsze trzy gltowne sktadowe wyjasniaty tgcz-
nie 20,67% catkowitej zmienno$ci. Porownanie
zmienno$ci wewnatrz- i miedzypopulacyjnej roslin
wykorzystanych do GWAS wykazalo, ze ponad
64% wariancji molekularnej mozna bylo przypisac
wariancji w obrebie populacji. Taki wynik wskazuje,
ze w przeciwienstwie do gatunkow samoptodnych,
w przypadku marchwi uzasadnione jest traktowanie
kazdej rosliny jako pojedynczego osobnika do anali-
zy asocjacji, nawet jesli reprezentuja one sama
odmiang. Analiza GWAS pozwolita na identyfika-
cje jednego rejonu genomowego o dtugosci 180 473
pz, zlokalizowanego na pierwszym chromosomie,
zawierajacego polimorfizmy SNP istotnie zwigzane
z szerokos$cig ramienia korzeni marchwi. Sposrod
75 525 badanych SNP sze$¢ byto istotnie zwigza-
nych z szerokoscia korzenia marchwi, przy czym
kazdy z nich wyjasnial mniej niz 10% zmiennosci
fenotypowej dla tej cechy. Wyniki analizy asocja-
cji wskazuja, ze ksztalt korzenia jest kontrolowany
przez wiele miejsc w genomie o malym wpltywie
na badang cechg¢. Ostatecznie, rejon uzyty do iden-
tyfikacji genow kandydujacych zostat zlokalizo-
wany na pierwszym chromosomie i obejmowat 24
geny oraz 97 polimorfizmow SNP (rys. 2). W celu
zidentyfikowania genu kandydujacego przeana-
lizowano ekspresje tych gendw podczas rozwoju
korzeni marchwi uprawnej i dzikiej (dane z analiz
transkryptomow za Machaj i in. 2018). Sposrod 24
genow 11 wykazato roznicowa ekspresj¢ migdzy
jedna lub wicksza liczba faz rozwojowych lub
marchwig dzika i1 uprawng. Dane literaturowe
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sugeruja, ze sposrod tych genow, tylko gen koduja-
cy biatko DCAF1 (DDB1-CUL4 Associated Factor
1) prawdopodobnie bierze udzial w procesach
rozwojowych korzeni. To sktonito nas do wybrania
tego genu do dalszej walidacji.

Whioski

— Zidentyfikowano gen kandydujacy, zwigza-
ny z determinacjg szeroko$ci ramion korzeni
marchwi.

— Ksztalt korzenia marchwi jest determinowany
wieloma miejscami w genomie, charakteryzu-
jacymi si¢ matym efektem.

Temat badawczy 4: Konwersja wybranych poli-
morfizmow do markerow specyficznych
Cel tematu

Walidacja polimorfizmu GBS-SNP zasocjowa-
nego z ksztattem korzenia.

Opis wynikow

Marker SNP chrl 26632616 segregowat
w pieciu z siedmiu genotypowanych popula-
cji. Zaobserwowano zwigzek z cecha S$rednicy
ramion oraz $rednicy glowy, a takze z obliczonym
na podstawie tych dwoch pomiarow wspotczyn-
nikiem grubienia (G). Pozostate cechy mierzalne
1 wspotczynniki nie korelowaty z wynikami genoty-
powania. Szczegotowym analizom poddano wyniki
uzyskane dla populacji RS79/1 liczacej 120 roslin.
W populacji tej korzenie o najszerszych ramionach
obserwowano dla heterozygot, podczas gdy homo-
zygoty cechowaty si¢ podobnymi $rednimi warto-
sciami tej cechy. Ogolnie, frekwencja w klasach
wielko$ci korzenia jedynie w niewielkim stopniu
zalezata od genotypu w analizowanym locus, wyka-
zujac jednak oczekiwang relacjg, tzn. nieco wyzsze
srednice w ramionach korzeni roslin homozygo-
tycznych G/G i heterozygot T/G. Uzyskane wyniki
sugeruja, ze heterozygoty w locus chrl 26632616
moga wyksztalcaé nieco szersze korzenie, co ttuma-
czyloby powszechne wystepowanie polimorfizmu
SNP chrl 26632616 w puli genowej marchwi
uprawnej typu zachodniego.

Whioski

— Genotypowanie markerem SNPchrl 26632616
pozwolito na uzyskanie jednoznacznych odczy-
tow 1 przyporzadkowanie kazdej genotypowa-
nej rosliny do jednej z trzech klas: homozygot
G/G, homozygot T/T lub heterozygot T/G.

— Pigc¢ z siedmiu ocenianych populacji cechowata
heterozygotyczno§¢ w obrebie locus chrl
26632616.
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— Wariant genetyczny w tym locus prawdopodob-
nie w niewielkim stopniu wplywa na réznice
morfologiczne w odniesieniu do szerokosci
ramion korzeni spichrzowych.

— Wyniki uzyskane dla populacji RS79/1 wskazuja
na silniejszy przyrost korzeni na grubos¢ u roslin
bedacych heterozygotami pod wzgledem locus
chrl _26632616. Moze thumaczyé powszechne

wystepowanie tego polimorfizmu w puli geno-
wej marchwi uprawnej typu zachodniego.

Literatura

Machaj, G., Bostan, H., Macko-Podgorni, A., lorizzo, M.,
Grzebelus, D. (2018). Comparative transcriptomics of root
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Liczba roslin posiadajgcych insercje DcSto

Rysunek 1. Struktura zmiennosci genetycznej marchwi uprawnej okreslona przy wykorzystaniu markeréw uzyskanych dla
typu wschodniego i zachodniego marchwi uprawnej (odpowiednio A i B) oraz czesto$¢ wystepowania wariantéw z insercja
DcSto dla tych dwoch grup markerow DcS-ILP.
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Rysunek 2. Wykres typu Manhattan przedstawiajacy wartoS$ci -log10 p méwiace o asocjacji polimorfizmu z szerokoscia
korzenia oraz adnotacje genéw znajdujacych si¢ w zidentyfikowanym rejonie. Kolor genéw przypisany zostal w oparciu

7z

o wartos$¢ -logl0 p polimorfizmu SNP znajdujacego si¢ w obrebie jego sekwencji.
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Identyfikacja genéw odpowiedzialnych
za przywracanie ptodnosci i samozgodnos¢é
u wybranych roslin warzywnych

Identification of genes responsible for fertility restoration and self-compatibility in

selected vegetable plants
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Slowa kluczowe: cytoplazmatyczna meska sterylnos$¢, genotypowanie, geny restorerowe, markery molekularne,

samozgodno$¢

Temat badawczy 1: Uzyskanie populacji
segregujacych pod wzgledem cech sterylnosci/
ptodnosci oraz samozgodnosci/samoniezgodnosci

Cel tematu: (1) uzyskanie populacji marchwi
i cebuli z segregacja gendéw odpowiedzialnych
za przywracanie ptodnosci, (2) uzyskanie mate-
riatow kapusty z segregacja genéw odpowiedzial-
nych za samozgodnos$¢/samoniezgodnos$e.

Opis wynikow:
Przeprowadzono fenotypowanie czterech
populacji typu BC — dwoch marchwi oraz

dwoch cebuli. U wszystkich badanych populacji
oczekiwane rozszczepienie na ro$liny mesko-
sterylne i me¢skoptodne wynosito 1 : 1. Wystepo-
wanie takich rozszczepien potwierdzono testem
chi-kwadrat. W toku prac nad kapusta podda-
no jarowizacji 13 linii F3 oraz 40 linii BC1S1
otrzymanych z populacji segregujacych pod
wzgledem  samozgodnosci/samoniezgodnosci.

Nieliczne kwitngce rosliny poddawano samoza-

pyleniu w pagku i w otwartym kwiecie. Linie F3

bardzo stabo wigzaty nasiona po obydwu typach
samozapylenia. Z kolei kwitngce rosliny BC1S1

wigzaty nasiona wydajnie (kazda powyzej 200

nasion).
Whnioski:

— Testowane populacje marchwi 1 cebuli
cechowata spodziewana segregacja na rosliny
meskosterylne 1 meskoptodne — 1:1.
Ze wzgledu na prawidlowa segregacje popu-
lacje te nadajg si¢ do mapowania genetyczne-
go loci restorerowych.

— Odnotowano problemy z produkcjg nasion
pokolen F4 oraz BC1S2, co prawdopodobnie
jest konsekwencjg depresji wsobnej utrudnia-
jacej przejscie roslin do fazy generatywnej
oraz — w przypadku linii F3 — utrudniajace;j
wigzanie nasion.

Temat badawczy 2: Sekwencjonowanie tran-
skryptomow (RNA-seq) — proba bezposredniej
identyfikacji loci restorerowych

Cel tematu: uzyskanie sekwencji tran-
skryptomu dla roslin meskosterylnych i roslin z
przywrocong ptodnoscia u cebuli.

Opis wynikow:

W celu poznania roznic transkrypcyjnych
wynikajacych z aktywnos$ci genu restorerowe-
go, cztery rosliny meskosterylne (cytoplazma S,
allel dopetiajacy w uktadzie homozygotycznym)
i cztery rosliny meskoptodne (cytoplazma S, allel
restorerowy w uktadzie heterozygotycznym)
poddano analizom RNA-Seq. W wyniku sekwen-
cjonowania dla pojedynczej probki otrzymano
srednio 55,2 miIn par odczytéw. Analiza prze-
prowadzona programem FASTQC potwierdzita
wysoka jakos¢ uzyskanych odczytow sekwencyj-
nych. Srednia warto$¢ wskaznika jakosci Phred
dla poszczegdlnych nukleotydow tworzacych
odczyty wynosita 36. W uzyskanych sekwen-
cjach zawartos¢ G+C wynosila $rednio 43%.
Dodatkowg filtracje jakosciowa przeprowadzong
programem Trimmomatic przeszto okoto 93,1%
odczytow. W tej puli frakcja sekwencji TRNA
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wahata si¢ w granicach od 0,31 do 0,65%.
Whioski:

— Dla wszystkich ro§lin z badanej populacji
cebuli uzyskano porownywalng ilos¢ danych
sekwencyjnych.

— Wysokie warto$ci wskaznika jakosci Phred
gwarantuja przydatno$¢ uzyskanych danych
sekwencyjnych do r6znicowej analizy ekspre-
sji genow.

Temat badawczy 3: Analizy bioinformatyczne —
ocena rdznic w poziomie akumulacji transkryptow

Cel tematu: okreslenie poziomu ekspresji genow
jadrowych (na poziomie RNA) u roslin me¢skoste-
rylnych i roslin z przywrdécong ptodnoscia u cebuli.

Opis wynikow:

Otrzymane w wyniku sekwencjonowania

i filtracji jakosciowej odczyty sekwencyjne poddano
mapowaniu do transkryptomu cebuli. Procent
zmapowanych par odczytow wynosit 100 %. Analiza
poziomu ekspresji umozliwita identyfikacje tacznie
1096 gendw, ktorych poziom ekspresji roznicowat
rosliny meskosterylne i mgskoptodne. Sposrod tych
gendw, 804 miato wyzsza ekspresje u roslin mesko-
ptodnych (MP), z czego dla 436 gendow ekspresje
stwierdzono wyltgcznie u roslin MP. Analiza ontolo-
gii wykazata, iz biatkowe produkty ekspresji niemal
potowy (48%) gendw rdznicujacych o transkryptach
wystepujacych wylacznie u roslin meskosteryl-
nych oraz charakteryzujacych si¢ zréznicowanym
poziomem u ro$lin m¢skoptodnych i meskosteryl-
nych, sag komponentami bton. Takg samg lokalizacja
komorkowa charakteryzowato si¢ 39% biatkowych
produktow gendow o transkryptach specyficznych
dla roslin meskoptodnych. Jedna z najliczniej repre-
zentowanych kategorii genow ulegajacych wyzszej
ekspresji u roslin meskoptodnych byty geny kodu-
jace biatka zwigzane z metabolizmem ATP: kinazy
(42 geny) oraz ATP-azy (6 genéw). Innymi liczny-
mi kategoriami genow ulegajacych podwyzszonej
ekspresji uro§lin me¢skoptodnych byty geny, ktérych
biatka wchodza w interakcje z kwasami nukleino-
wymi (19 genéw) oraz jonami metali (31 genow).
Wnhioski:

— Roznicowa analiza ekspresji umozliwita iden-
tyfikacje 1096 genow, dla ktorych rdznica
wartosci FPKM pomigdzy roslinami mesko-
sterylnymi i megskoptodnymi byta wieksza lub
roéwna 15x.

— W tej puli gendw 804 miato wyzsza ekspresje
u roslin meskoptodnych, z czego dla 436 genow
ekspresje stwierdzono wylacznie u roslin MP.

— Analiza ontologii gendéw wykazata, iz
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wiekszo$¢ gendw ulegajacych podwyzszonej
ekspresji u roslin meskoptodnych koduje bial-
ka zwigzane z procesami oksydoredukcyjnymi,
interakcjami z kwasami nukleinowymi oraz
aktywnoscig kinazowa.

— Trzy geny rdznicujace spetnialy najwazniej-
sze kryteria, jakimi powinny charakteryzo-
wac sie restorery: ulegaly ekspresji wytacznie
u roslin meskoptodnych, ich produkty biatko-
we sa kierowane do mitochondridow i zawieraja
motywy pentatrikopeptydowe umozliwiajace
interakcje z transkryptami.

Temat badawczy 4: Genotypowanie markerami
mikrosatelitarnymi (cebula)

Cel tematu: zmapowanie chromosomowo-spe-
cyficznych markerow mikrosatelitarnych w obrebie
grup sprzezen utworzonych z markeréw GBS.

Opis wynikow

Analizowano po pi¢¢ roslin meskosterylnych
i meskoptodnych z trzech populacji AI/10, 101 601.
Do genotypowania wykorzystano cztery markery
mikrosatelitarne — ACMO045, ACM046, ACM099
1 ACM229. Markery te pochodzity z chromoso-
moéw odpowiednio VI, VII, V oraz VIII. Informa-
tywne produkty wszystkich testowanych markerow
mikrosatelitarnych miaty charakter monomorficzny
w obrebie badanych populacji. Niekiedy odnotowy-
wano polimorfizm produktow wiekszych niz infor-
matywne — nie brano ich jednak pod uwagg, gdyz
nie ma pewnosci, iz odpowiadaja one deklarowanej
lokalizacji chromosomowej zastosowanych marke-
row.

Whnioski:

— Brak polimorfizmu w testowanych segreguja-
cych populacjach uniemozliwil wykorzysta-
nie markerow ACMO045, ACM046, ACMO099
1 ACM229 do mapowania genetycznego.

Temat badawczy 5: Konwersja sprzezonych
z docelowymi genami polimorfizméow DNA
w markery sekwencyjnie specyficzne — CAPS, tetra
-primer ARMS-PCR oraz TagMan

Cel tematu: opracowanie markerow PCR
do wnioskowania o obecnosci alleli restorerowych
i alleli (allelu) samozgodnosci.

Opis wynikow:

Zmapowano marker pel06/Taql kosegregu-
jacy z przywracaniem ptodnosci w populacji 170
marchwi. Marker ten wraz z genem restorerowym
zmapowalsi¢wsrodmarkeréw GBS zchromosomu9.
Zmapowano takze marker 100 kosegregujacy
z przywracaniem ptodnosci w populacji AI/10
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cebuli. Marker ten wraz z genem restorerowym
zmapowal si¢ wsrod markeréw GBS z grupy sprze-
zen nr 2. Mapowaniu poddano takze polimorficzny
marker PK1-PK4 z populacji 651 kapusty. Marker
ten wykazywal sprzezenie z QTL samozgodnosci
z chromosomu 6. Zaobserwowano tez, iz rosli-
ny bedace heterozygotami w locus tego markera
mialy wspotczynnik samoniezgodno$ci kilkukrot-
nie wyzszy od roslin homozygotycznych. Prze-
testowano takze nowa pule markerow pod katem
ich potencjalnej kosegregacji z cechami przywra-
cania ptodnosci (marchew, cebula) i samozgodno-
sci (kapusta). Ogotem wyselekcjonowano cztery
markery tego typu.

Whnioski:

— Marker pel06/7agl marchwi oraz marker 100
cebuli wykazujg sprzezenie z genami restore-
rowymi analizowanych populacji.

— Marker PK1-PK4 wykazuje sprzgzenie z QTL
samozgodnosci wykrytym w populacji 651
kapusty. Segregacja tego markera w popula-
cjach 651 1 C1 oraz zakotwiczenie w genie SRK
sugeruja, iz cecha samozgodno$ci moze by¢
konsekwencja mutacji obrebie S-locus.

— Zidentyfikowano dwa markery kosegregujace
z przywracaniem ptodnosci u marchwi, jeden
tego typu marker u cebuli oraz jeden marker
kosegregujacy z samozgodnos$cig u kapusty.
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Transfer cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci
poprzez somatyczng hybrydyzacje u marchwi

Transfer of cytoplasmic male sterility through somatic hybridization in carrot

Ewa Grzebelus *, Marek Szklarczyk, Rafat Baranski, Aneta Malec,

Dariusz Kadtuczka

Katedra Biologii Roslin i Biotechnologii, Wydziat Biotechnologii i Ogrodnictwa, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie,

P< e-mail: e.grzebelus@urk.edu.pl, tel. 12 6625190

Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr HOR.hn.802.11.2019, Zadanie nr

101.

Stowa Kkluczowe: biatka fluorescencyjne, elektrofuzja protoplastow, inaktywatory genomoéw organellowych
i jadrowego, wezesna selekcja cybryd, utrwalenie wariantow allelicznych

Temat badawczy 1: Opracowanie markerow
DNA przydatnych do identyfikacji form cybrydo-
wych oraz stabilizacja genetyczna i selekcja form
donorowych

Cel tematu

(1) ustalenie genotypéw markerowych
w partiach nasion donora i akceptorow CMS
oraz (2) weryfikacja typu cytoplazmy u donora
i akceptorow CMS.

Opis wynikoéw

Analizami objeto siedem partii nasion (subli-
nii) oznaczonych numerami: 213, 253, 256, 257,
258, 2591 262. Do genotypowania wykorzystano
cztery markery jadrowe, jeden marker mitochon-
drialny (atp9) oraz jeden marker plastydowy (psa4
-trnS/Alul). W zestawie analizowanych obiektow
dlapojedynczego markera jadrowego odnotowano
od dwdch do czterech profili prazkowych. Wyste-
powanie tych profili mozna wyjasni¢ obecnoscia
dwoch lub trzech alleli danego markera. W przy-
padku markera mitochondrialnego analizowane
proby generowaly produkt charakterystyczny dla
cytoplazmy normalnej N (0,36 kb) Iub produkt
charakterystyczny dla cytoplazmy sterylizujacej
Sp (0,32 kb). Obecnos¢ markera dla cytoplazmy
N obserwowano u szeSciu badanych obiektow,
tylko u jednego obiektu uzyskano marker cytopla-
zmy Sp. W profilach prazkowych markera plasty-
dowego poszukiwano produktu diagnostycznego
o wielkosci 0,2 kb, ktéory wskazywat na obec-
no$¢ cytoplazmy N. Produkt ten wystapit u prob,
u ktorych obserwowano mitochondrialny marker

cytoplazmy N.
W biezacym roku podjeto produkcje
nasion czterech sublinii meskoptodnych (188/5,

188/20, 189/3, 189/5). Kwitngce rosliny z danej

sublinii izolowano wspdlnie w celu przepylenia

siostrzanego. Przeprowadzono takze produk-
cj¢ nasion meskosterylnej linii 2163A. W tym
celu wysadzono trzy sublinie 2163 — 8587, 8588
i 8594 — kazda z nich byla reprezentowana przez
trzy pary zlozone z rosliny meskosterylnej oraz
dopehiajacej. Pary umieszczano pod wspolnym
izolatorem — nasiona zbierano oddzielnie z kazde;j
ro$liny meskosterylne;.

Whioski

— W wyniku testowania markerami jadrowy-
mi utrwalone warianty alleliczne wykryto
W pigciu partiach nasion (subliniach). Mate-
rialy te bedzie mozna wykorzysta¢ do fuzji
protoplastow pod warunkiem dobrania
komponentéw partnerskich o przeciwstaw-
nych wariantach allelicznych.

— Zar6éwno zastosowany marker mitochondrial-
ny jak i marker plastydowy zgodnie wskazu-
ja, iz sze$¢ partii nasion posiada cytoplazme
normalng N a jedna cytoplazme Sp.

— W wyniku kolejnej rundy reprodukcji kompo-
nentow rodzicielskich uzyskano nasiona
do nastepnych eksperymentow fuzji. Plony
nasion wahaty sie od kilku sztuk do 150 g.

Temat badawczy 2: Elektrofuzja protopla-
stow marchwi z wykorzystaniem r6znych
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inaktywatorow genomoéw organellowych

Cel tematu

Wyboér inaktywatora genomu organellowego.
Opis wynikow

W doswiadczeniu wykorzystano jedng linig
meskosterylng 2163A oraz trzy sublinie mesko-
ptodne linii B1 i B14. Genom organellowy inak-
tywowano poprzez traktowanie protoplastow
akceptora CMS 0,3 mM kwasem jodooctowym
(IOA) lub 1,0 mM amidem kwasu jodooctowego
(IOAA). Doswiadczenie przeprowadzono w ten
sposob, by sprawdzi¢ reakcje¢ protoplastow
konkretnych sublinii me¢skoptodnych na dwa
inaktywatory genomu organellowego. Ogoélny
stan protoplastow po traktowaniu inaktywatora-
mi byt dobry, zaro6wno w przypadku protoplastow
donora, jak i akceptora CMS. Nie obserwowano
roznic w jakosci protoplastow pomiedzy komor-
kami traktowanymi poszczegdlnymi inaktywato-
rami chemicznymi (IOA 1 IOAA). Roznic nie byto
takze w liczbie cybryd otrzymywanych w wyniku
elektrofuzji. Obserwowano jednak niekorzystny
wplyw czasu na wynik fuzji protoplastow — im
wiecej czasu uptywato od momentu wyizolowania
protoplastow, tym elektrofuzja byta mniej wydajna
1 tym samym obserwowano mniejszg liczbe komo-
rek cybrydowych.

Whioski
— Zastosowanie tagodniejszych warunkow inak-

tywacji genoméw organellowych i jadrowych

skutkowato lepszg jako$cig protoplastow, ktore

byty uzyte do fuz;ji.
— Zastosowanie IOAA daj¢ szanse na regenera-

cje wiekszej liczby komorek cybrydowych.

Temat badawczy 3:
i wzrost roslin cybrydowych

Cel tematu

(1) otrzymanie komorek mieszancowych, (2)
weryfikacja podzialow mitotycznych oraz (3) okre-
$lenie warunkéw otrzymania tkanki kalusowej/
masy proembriogennej i regeneracji roslin cybry-
dowych.

Opis wynikow

Podczas obserwacji w 10 dniu stwierdzo-
no obecno$¢ pierwszych podziatow. We wszyst-
kich zalozonych doswiadczeniach obserwowano
niewielka liczbe komorek, ktore ulegaly podzia-
lom. U komoérek niedzielagcych si¢ obserwo-
wano symptomy plazmolizy 1 zamieranie,
a w przypadku niektorych agregatow — brak dalsze-
go rozwoju i zamieranie. W przypadku agregatow,
u ktorych obserwowano rozwdj, podjeto probe
ich uwolnienia z minibtonek po ok. 2,5 miesigca

Selekcja, regeneracja
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od zatozenia kultury. Uwolnione agregaty zostaty
przniesione na pozywke indukujaca wzrost tkan-
ki kalusowej/masy proembriogennej wzbogacona
w fitosulfoking. W wyniku zastosowania powyzszej
procedury otrzymano rosliny, ktore poddano ocenie
molekularnej (temat badawczy 4).

‘Whnioski
— Zastosowane w doswiadczeniu warunki oraz
zwickszenie  liczby  wyselekcjonowanych

komorek nie pozwolity uzyska¢ zadowalajacej
liczby dzielacych si¢ komorek cybrydowych.

— W przysztych eksperymentach nalezatoby
zmodyfikowac stezenie fitosulfokiny lub zasto-
sowac¢ inny regulator wzrostu, w celu poprawy
aktywnosci podziatowej wyselekcjonowanych
cybryd i ich regeneracji w rosliny.

Temat badawczy 4: Ocena molekularna i feno-
typowa roslin cybrydowych

Cel tematu

Genotypowanie genomu jadrowego i cytopla-
zmatycznego regeneratow.

Opis wynikow

Analizom poddano dwie pule zregenero-
wanych roslin. Pierwsza byla rezultatem fuzji
4503/4x4501/5 + 174/9 (11 roslin o numerach 9
—19), druga otrzymano po fuzji 4505/4x4501/2 +
188/7 (9 roslin o numerach 55 — 63).

Regeneranty o numerach od 9 do 19 zosta-
ly poddane genotypowaniu markerem jadrowym
chr1-DcS15. Uroélin 9, 10, 11, 13, 14, 17 1 18 zostat
wygenerowany wylacznie produkt PCR o wielkosci
650 bp. Profil taki obserwowano takze u obiektu
rodzicielskiego 174/9. U ro$lin 12, 15, 16 oraz 19
wystapity dwa produkty amplifikacji — miaty one
wielko$¢ 6501 880 bp. U rodzica 4503/4x4501/5 byt
obserwowany wyltacznie fragment DNA o dhugosci
880 bp.

Regeneranty o numerach od 55 do 63 poddano
genotypowaniu markerem jagdrowym chr2-DcS31.
U roslin 55, 56, 57, 58, 60, 61 oraz u rodzica 188/7
obserwowano pojedynczy produkt amplifikacji
o wielkosci 850 bp. U roslin 62 i 63 oraz u rodzi-
ca 4505/4x4501/2 uzyskano pojedynczy produkt
o wielkosci 570 bp. Amplifikacje obydwu tych
produktéw odnotowano u regeneranta nr 59.

Markery organellowe zgodnie wskazuja, iz rege-
neranty nr 62 i 63 maja cytoplazme Sp. Przy uzyciu
markera mitochondrialnego takie samo wska-
zanie uzyskano dla rosliny nr 59. Z kolei marker
plastydowy wskazuje na jej heteroplazmie z prze-
wagg komponentu N nad Sp. U pozostatych regene-
rantow markery organellowe zgodnie wskazywaty
na obecno$¢ cytoplazmy normalne;.
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Whnioski

— Genotypowanie markerami jadrowymi wska-

zuje, iz regeneranty oznaczone numerami 12,
15, 16, 19 1 59 majg charakter mieszancowy —
sa rezultatem fuzji somatycznej komorek z linii

CMS i meskoptodne;.
Genotypowanie obydwoma markerami
organellowymi wskazuje, iz mieszancowe

regeneranty o numerach 12, 15, 16 i 19
majg cytoplazmg normalng N. W przypadku

regeneranta nr 59 marker mitochondrialny
wskazuje na obecnos¢ cytoplazmy Sp a marker
plastydowy na heteroplazmi¢ N/Sp.

Pozostate zregenerowane ros$liny najprawdo-
podobniej powstaly bez udziatu fuzji hetero-
logicznej, czyli z komorek tylko jednej linii
— w przypadku ro$lin 62 i 63 byla to linia
meskosterylna (4505/4x4501/2), natomiast dla
reszty niemieszancowych regenerantow byla
to linia meskoptodna (174/9 lub 188/7).
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Wykorzystanie metod biotechnologicznych
do poszerzenia zmiennosci genetycznej warzyw

kapustnych

Biotechnological methods for broadening of the genetic diversity in brassica

vegetables
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
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Slowa kluczowe: elektrofuzja, inaktywacja genomu, markery molekularne, protoplasty

Zad.l. Opracowanie metody otrzymania
mieszancow somatycznych kapusty glowiastej
(Brassica oleracea var. capitata) z nowymi,
warto$ciowymi cechami

Celem badan w 2019 roku bylo zbadanie
wplywu stresu inaktywacji genomu cytoplazma-
tycznego oraz elektrofuzji na jako$¢ protoplastow
oraz charakterystyka kultur po fuzji asymetrycz-
nej.

Przeprowadzono badania nad optymaliza-
cja metodyki fuzji asymetrycznej. Otrzymane
wyniki wskazuja, ze skrocenie czasu traktowania
protoplastow IOA w polaczeniu z obnizeniem
temperatury podczas manipulacji poprzedzaja-
cych elektrofuzje byly niezwykle wazne dla prze-
ciwdziatania ich degradacji. W zwiazku z tym,
w badaniach nad otrzymaniem hybryd u kapu-
sty glowiastej genom cytoplazmatyczny nalezy
inaktywowa¢ za pomocag 1 mM IOA dziataja-
cego przez 15 minut z zachowaniem obnizonej
temperatury na wszystkich etapach poprzedza-
jacych elektrofuzje, a inaktywacje jadra komor-
kowego wykona¢ za pomoca promieniowania
UV w cross linkerze wg protokotu opracowa-
nego w latach 2016-2017. Frekwencja hetero-
karionow po fuzji asymetrycznej (ok. 6%), byta
zadawalajaca i zgodna z danymi literaturowymi
(Pelletier 1993, Navratilova i in. 2006). Zywot-
no$¢ protoplastow i aktywno$¢ mitotyczna komo-
rek otrzymanych z protoplastéw poddanych fuzji
asymetrycznej bylta nizsza w poréwnaniu z inny-
mi badanymi kombinacjami. W roku biezacym,
w wyniku fuzji asymetrycznej, po raz pierwszy,

uzyskano mikrokalus, ktory poddano regeneracji.
Na dzien sporzadzenia sprawozdania otrzymano
z tej kombinacji okoto 70 pedow. Wstepna ocena
cytometryczna tych regenerantow wykazata
obecno$¢ diploidow oraz tetraploidow. Powyzsze
wyniki wskazuja na potrzebe analizy markero-
wej uzyskanych regenerantow w celu weryfika-
cji ich statusu genetycznego. Korzystnym bylaby
rowniez walidacja zoptymalizowanej metodyki
fuzji asymetrycznej na innym uktadzie obiektow,
niz opisane w biezacym sprawozdaniu.

Zad.2. Opracowanie markeréw molekular-
nych do oceny statusu mieszancowosci regene-
rantow otrzymanych w wyniku eksperymentow
fuzji

Celem tego zadania w 2019 roku byta analiza
markerowa regenerantoOw otrzymanych w wyniku
fuzji symetrycznej oraz fenotypowanie potomstw
F3 pod wzgledem odpornosci na kite — test na polu
kitowym.

Przeprowadzono analiz¢ molekularng (marke-
rami do identyfikacji plazmotypu oraz markerami
DNA jadrowego) 20 regenerantdw otrzymanych
w wyniku fuzji symetrycznej w roku 2018. Wsrod
testowanych regenerantdéw dominowaly rosliny
(15 szt.), ktorych charakteru mieszancowego nie
stwierdzono, ale obserwowano roéwniez 5 ro$lin
(4 z kombinacji diploid + diploid i 1 z kombinacji
haploid + haploid) u ktérych, wykryto mieszanco-
wy charakter.

W 2019 roku, w ramach prac nad popu-
lacja z segregacja odpornosci na kitg¢ kapusty
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wykonano fenotypowanie 80 potomstw pokolenia
F3 na polu $mierci porazonym przez Plasmodio-
phora brassicae. Badane potomstwa pochodzity z 3
krzyzowek roslin odpornych i wrazliwych, ktore
nastgpnie zostaly poddane samozapyleniu, aby
wyprowadzi¢ pokolenie F3. Rosliny te poddano
ocenie wrazliwo$ci na porazenie kitla. Na podsta-
wie przeprowadzonej oceny dla kazdego badanego
potomstwa obliczano indeks wrazliwosci. Fenoty-
powanie roslin pokolenia F3, przy zastosowaniu
4-stopniowej skali porazenia kitg kapusty, wykazato
rozszczepienie cechy odpornosci w badanych popu-
lacjach. Odnotowano ogoétem 3% roélin z korzenia-
mi bez objawow porazenia przez kitg, 46% roslin
o $rednim porazeniu korzeni oraz a 51% roslin
silnie porazonych. Ro$liny bez objawow chorobo-
wych na korzeniach odnotowano u 18 potomstw
F3 z czestotliwoscig 2-20%. Wzorce wrazliwosci
zachowaly si¢ zgodnie z przewidywaniami i byly
porazone w wysokim stopniu, wzorce odpornosci
wykazywaly zréznicowang reakcje, od odpornych
do $rednio wrazliwych.

Dane z fenotypowania postuzg do przypisania
warto$ci cechy odpornos$ci roslinom z pokolenia F2,
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ktorych proby zabezpieczono wczesniej. Rosliny
pokolenia F2 nalezaloby podda¢ wysokoprzepusto-
wemu genotypowaniu na skale genomowa. Zestaw
tych danych tj. wartos¢ fenotypowa danego genoty-
pu okreslona w biezagcym roku, oraz genotypowanie
na skale genomowa stanowi¢ bedzie bazg do mapo-
wania loci cech ilosciowych (QTL) (Wu i in. 2008)
i tym samym pozwoli uzyska¢ informacj¢ o lokali-
zacji genetycznych determinant odpornosci na kite
kapusty.
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kapustowatych przy wykorzystaniu krzyzowan
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Celem badan prowadzonych w roku 2019
byto wytworzenie nowych form mieszancowych
pokolenia BC, oraz BC, pomigdzy uprawnymi
gatunkami oraz genotypami oddalonymi i dziki-
mi z rodzaju Brassica oleracea i Brassica napus
w wyniku zastosowania techniki hodowli in vitro
izolowanych zarodkéw oraz krzyzowan klasycz-
nych, ocena nowo wytworzonych mieszancow
pod wzgledem cech anatomicznych, morfologicz-
nych, cytogenetycznych oraz pod wzgledem zdol-
nosci do rozmnazania generatywnego, a takze
ocena przydatnosci nowych form uzytkowych
jako zrédta cennych gospodarczo cech jakos$cio-
wych oraz odpornosci.

W wyniku zastosowania techniki hodowli
in itro izolowanych zarodkow oraz technik
hodowli tradycyjnej wytworzono nowe formy
mieszancowe pokolenia BC, oraz BC, pomigdzy
genotypami oddalonymi i dzikimi oraz uprawny-
mi Brassica oleracea Brassica napus i Brassica
rapa. W roku 2019 dla trzynastu pokolen wstecz-
nych oraz wsobnych mieszancéw miedzygatun-
kowych B. oleracea x B. napus wykonano 25
krzyzowan wstecznych na okoto 600 kwiatach
i pakach kwiatowych nastgpnie dokonano izola-
cji 17 prawidlowo wyksztatconych zarodkow
mieszancowych oraz przeprowadzono klono-
wanie in vitro oraz in vivo (w kulturach hydro-
ponicznych) ro$lin pokolenia BC, oraz BC, x F,
mieszancoOw miedzygatunkowych otrzymujac 40
ro$lin.

Przeprowadzenie

adaptacji w kulturach

hydroponicznych pozwolito na regeneracje roslin
mieszancow miedzygatunkowych i przygoto-
wanie ich do jarowizacji w warunkach szklar-
niowych. W wyniku swobodnego zapylenia
oraz zapylen wsobnych otrzymano prawidlowo
wyksztalcone nasiona mieszancéw migdzyga-
tunkowych pokolenia F, x BC, BC, x F x F,
B. napus x B. oleracea Krzyzowania mieszancow
miedzygatunkowych z liniami wsobnymi kapu-
sty glowiastej metodg hodowli konwencjonalnej
w celu uzyskania pokolenia BC, byto catkowicie
nieefektywne.

Mieszance miedzygatunkowe B. oleracea
x B. napus pokolenia BC, x F|, i BC,i F x F,
wykazywaly duze zrdéznicowanie pod wzgle-
dem wielko$ci genomu jadrowego. Mieszance
miedzygatunkowe B. napus x B. oleracea poko-
lenia BC, x F,, 1 BC,1 F, x F, charakteryzowaty
si¢ wyraznym zréznicowaniem cech anatomiczno
-morfologicznych zar6wno w fazie wegetatywnej
jak i generatywnej. Obserwowano zroéznicowang
liczbg chromosoméw od 34 do 59 w pokoleniu
BC, xF, ,i0d28do 66 w pokoleniu BC,. Zastoso-
wanie sekwencji rDNA pozwolito zaobserwowac
zmienno$¢ w liczbie i1 dystrybucji loci 5S 1 35S
rDNA oraz identyfikacje¢ chromosomow markero-
wych dla genomu CiA.

Ocena cech anatomiczno-morfologicznych
w warunkach polowych wykazata, Zze genoty-
py uzyskane w wyniku krzyzowan oddalonych
charakteryzowaly si¢ szeregiem cech niety-
powych dla form uprawnych co moglo by¢
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spowodowane wystepowaniem cech gatunkow
dzikich. Zastosowanie w praktyce nowo otrzyma-
nej zmiennos$ci genetycznej zaleze¢ bedzie rowniez
mechanizmow dziedziczenia waznych gospodarczo
cech w tym odpornosci na kite kapusty, czern krzy-
zowych, choroby bakteryjne i fizjologiczne (Cartea
et al. 2011, Dickson 2006, Kaneko et al. 2009).
Mieszance z gatunkami dzikimi oraz pomigdzy
bardzo oddalonymi formami charakteryzowaly sie
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duza liczbg cech typowych dla form dzikich. Nowo
otrzymane formy mieszancowe bgda mogly zostac
wykorzystane do dalszych krzyzowan wypierajg-
cych po przeprowadzeniu selekcji i doktadnej oceny
ich przydatnosci.

Oceniane genotypy stanowily bogaty i zréznico-
wany morfologicznie materiat badawczy odzwier-
ciedlajacy potencjat i mozliwosci otrzymania nowej
zmiennosci genetycznej roslin kapustowatych.
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Stowa kluczowe: efektywno$¢ wykorzystania azotu u grochu, markery molekularne, QTL, wspotczynnik tolerancji

na stres

Uzyskany postep hodowlany w minio-
nych kilkudziesigeciu latach byl przede wszyst-
kim  konsekwencja  poprawiania  indeksu
zniwnego. Dalsze rezerwy w zwickszaniu
produktywnosci roslin tkwia w odpornosci
na stresy abiotyczne i biotyczne. Dlatego szcze-
gblne znaczenie maja badania nad efektywno-
scig procesow fizjologicznych ro$lin. Groch
wykorzystuje azot atmosferyczny poprzez jego
biologiczne wigzanie. Proces zachodzi z wyko-
rzystaniem energii zgromadzonej podczas foto-
syntezy. W warunkach optymalnych proces ten
zabezpiecza zapotrzebowanie ro$liny na azot.
Jednak w warunkach stresu, wplywajacego
na fotosynteze (susza, niedobor fosforu) zaopa-
trzenie w azot okazuje si¢ niewystarczajace
(Fischinger i Schulze 2010). Przypuszcza sig,
ze lokalizacja w genomie rejondow efektywnosci
wykorzystania azotu i fosforu u grochu pozwo-
li na okreslenie wzajemnych relacji ze spraw-
noscig fotosyntezy i wylegania roslin. Poprawa
architektury i stabilnosci tanu grochu, iloscio-
we 1 jako$ciowe ulepszanie plonu, zwigkszenie
efektywno$ci procesu wykorzystania azotu oraz
odpornosc¢ na stresy biotyczne i abiotyczne naleza
do kluczowych kierunkow badan z zakresu poste-
pu biologicznego.

W 2019 doswiadczenie szklarniowe i polowe
dotyczyto wybranych linii grochu, przebadanych
wczesniej pod katem fluorescencji chlorofilu — 14

linii oraz linie rodzicielskie populacji mapuja-
cych: 1. Wt10269 (trad), 2. Astronaute (afila),
3. Wt2033 (trad), 4. Starski (afila), 5. Wt3805
(trad), 6. Wt11145 (trad), 7. Wt9013 (trad), 8.
Wt404 (trad), 9. Wt10270 (afila), 10. Wt2815
(trad), 11. Wt12368 (trad), 12. Wt15237 (trad),
13. Tarchalska (afila), 14. Mecenas (afila), 15.
Carneval (afila), 16. MP1401 (afila), 17. Batuta
(afila), 18. Hubal (trad) [w warunkach polowych
zamiast linii Batuta i Hubal byly linie Wt10245
(trad.) 1 Wt11238 (accacia)]. W warunkach
obnizonego nawozenia azotowego w szklar-
nii notowano: (a) zblizony poziom plonowania,
efektywnosci wykorzystania azotu (NERg,v),
koncentracji azotu w tkankach roslinnych oraz (b)
zwickszong aktywnos$¢ nitrogenazy i wzrost ilo$ci
zwigzanego N,. % wigzania azotu i aktywnos¢
nitrogenazy byly wyzsze w warunkach streso-
wych niz w warunkach kontrolnych.

Srednio, najnizszy plon/rosling zaobserwowa-
no w Przebedowie (ok 1.6 g s.m./ro$l.), a najwyz-
szy w Wiatrowie stresowym (ok 2.5 g). Sposrod
obeserwowanych linii wyr6zniata si¢ odmiana
Tarchalska (ok.4.0 g)irod Wt9013 (ok. 3.3g/rosl.).
Prawie 3-krotnie nizsze (najnizsze) plony wyka-
zaty: Astronaute i linie Wt404, Wt15237 1 Wt2815
(0.9-1.5 g/rodl.; byly to rody zwykle o niskich
wartosciach HI i NHI, a wigc ‘z trudem’ transpor-
tujace sucha masg¢ i N do nasion).

Stwierdzono istotne korelacje pomig¢dzy
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plonem, a parametrami gospodarki azotowej
w warunkach optymalnych w szklarnii, z wyjatkiem
efektywnosci wykorzystania azotu w formowaniu
masy wegetatywnej NERveg. Pojawity si¢ wyso-
kie korelacje pomiedzy ilosciag pobranego azotu,
a efektywnos$ciag wykorzystania azotu w formowa-
niu nasion NERg (r=0,71), plonem, a % zwigzanego
azotu (r=0,90), aktywnoscia nitrogenazy, a azoto-
wym indeksem plonu (r=-0,43) i1 z efektywnoscia
wykorzystania azotu w formowaniu masy wegeta-
tywnej NERveg (r=0,41). W warunkach niedoboru
azotu stwierdzone korelacje byty znacznie nizsze,
z wyjatkiem korelacji plon~NAC (1=0,94).

Stwierdzono istotne korelacje (p<0.01) pomig-
dzy plonemzrosliny, aefektywno$cig wykorzystania
azotu w ksztaltowaniu nasion (NERgen) (Wiatrowo
optymalne 0.69, Wiatrowo niskie 0.78, Przebedowo
stresowe 0.71). Istotna byla rowniez negatywna
korelacja pomiedzy plonem z ros$liny, a efektyw-
no$cig wykorzystania azotu w formowaniu masy
wegetatywnej (NEng) (Wiatrowo optym. -0.42,
Wiatrowo niskie -0.76, Przebedowo stresowe
-0.61). Zaobserwowano istotne korelacje pomigdzy
aktywnoscig nitrogenazy, a parametrami gospodar-
ki azotowej w warunkach optymalnych (najwyzsza
korelacja plon i NA 0.54). W warunkach streso-
wych najwyzsza korelacja dotyczyta ilosci pobra-
nego azotu i NA -0,29). Zaobserwowano spadek Iub
wzrost warto$ci korelacji w zalezno$ci od streso-
gennosci srodowiska.

Srednie wspotczynnikéw tolerancji na stres
wybranych linii grochu dla lokalizacji polowych
w Wiatrowie i Przebedowie byly zblizone (1.2
Wiatrowo; 1.6 Przebgdowo) i wyzsze niz $rednia
wspotczynnikow tolerancji na stres, wyznaczonych
w doswiadczeniu szklarniowym (1.0). W doswiad-
czeniach polowych w Przebedowie 1 Wiatrowie
linia rodzicielska MP1401 byta linia o nizszym
wspotczynniku toletancji w Srodowisku streso-
wym (nadmiar Fe, niedobor cynku), natomiast
w doswiadczeniu szklarniowym wykazywata zbli-
zony wspotczynnik tolerancji na stres w porow-
nianiu z linig Carneval. Linia Wt404 (P. syriacum)
miata wysokie wspotczynniki tolerancji w warun-
kach polowych. Podobnie odmiana Astronaute,
linia Wt2815 (var. cimitari), Wt15237, Wt10269.
W warunkach szklarniowych najwyzszy wspot-
czynnik tolerancji miata odmiana MP1401.

Doswiadczenie szklarniowe pozwolito
na wyznaczenie wspotczynnika tolerancji na niedo-
borazotu (warunki kontrolowane). Natomiast wspot-
czynniki wyznaczone z doswiadczen polowych
wskazywaty na tolerancj¢ na nadmiar Fe i niedobor
cynku. Przebgdowo uznano za lokalizacje stresowa
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ze wzgledu na duzy nadmiar wapnia 1 niedobor
manganu.

Korelacje dla parametréw fotosyntetycznych
w warunkach optymalnych byly silniejsze niz
w warunkach niedoboru azotu. Pozytywna kore-
lacj¢ pomiedzy parametrami fotosyntetycznymi
1 aktywnoscig nitrogenazy stwierdzono dla koniczy-
ny (0,8-0,9) i dla lucerny (0,6-0,8) (Niewiadoms-
ka 2013). Autorzy uwazaja, ze ATP pochodzace
z procesu fotosyntezy w roslinie stanowi zrodto
energii dla mikrosymbiontow, niezbednej do wigza-
nia azotu. W badaniach wiasnych stwierdzili$my
negatywna korelacj¢ pomiedzy parametrami inten-
sywnosci fotosyntezy, a aktywno$cig nitrogenazy
w warunkach kontrolowanych. Najsilniejsze kore-
lacje pomigdzy efektywno$cia wykorzystania wody
na poziomie lisci i parametrami fotosyntezy doty-
czyt Pn/Tr i C, — migdzykomorkowego (sub-stoma-
tal) stgzenia CO, (-0.83) oraz zawartosci chlorofilu
(0.51) w warunkach optymalnych. W warunkach
stresowych korelacje zwigkszaly sig.

Dla badanej grupy 15 linii grochu wyko-
nano ocen¢ zawartos$ci lignin w todygach roslin
pobranych w fazie dojrzatosci technologicz-
nej. Srednia zawarto$é lignin w todygach roslin
badanych linii grochu wynosita 18,53%. Ocena
wylegania LII, III terminu w wybranym zesta-
wie linii byla dodatnio skorelowana z zawartoscia
lignin w odygach (odpowiednio r =0,44, r = 0,50
ir=0,60) co oznacza, ze formy o wyzszej odporno-
$ci na wyleganie /wg skali 9-1 COBORU/ charakte-
ryzowaly si¢ wyzszg zawarto$cig lignin.

Przeanalizowano 6 cech zwigzanych z gospo-
darka azotowa (%Nzia, %Nveg, NAC ilo§¢ pobra-
nego azotu/ wazon lub rosling, NHI azotowy
indeks plonu, NERg efektywno$¢ wykorzystania
azotu w formowaniu masy nasion, NERv efek-
tywnos$¢ wykorzystania azotu w formowaniu masy
wegetatywnej). Dane pochodzity z doswiadczenia
z 2018 roku ze stresowych warunkéw polowych
(wicksza liczba obiektow), w populacji mapuja-
cej [Wt10245xWt11238]. Zidentyfikowano 21
loci. Do analizy w liniach grochu wybrano marke-
ry bliskosprzezone, zdefiniowane sekwencyjnie,
lub SSR, wyznaczone we wszystkich poprzednich
analizach. Byly to markery powtarzalne i stosunko-
wo fatwe w analizie. Wybrano 9 markerow: AA473
(II), P628 (IV), mt Est 3378 (VB), PisCam394
(VB), AD21 (IIIC), PsGAPA, dCAPS PisGen57
(I1IB), MTIC451 (I), Mticl6 (IIIB). Przeanalizo-
wano zgodnos¢ uktadu alleli oraz warto$ci cech,
zwigzanych z gospodarka azotowa, z warun-
kéw polowych i1 szklarniowych oraz warunkow
optymalnych i stresowych. Najwieksza zgodno$¢
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zaobserwowano dla uktadu: szklarnia, warunki
niedoboru azotu, aktywnos$¢ nitrogenazy, marker
dCAPSPis Gen57 oraz warunki polowe, optymalne,
zawarto$¢ azotu w nasionach, marker AD21.
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wyjsciowe

W ramach projektu byty realizowane 2 tematy
badawcze z nastgpujacymi celami:

1. Celem 1 tematu badawczego byta charaktery-
styka cech fenologicznych, morfologicznych
oraz cech komponentéw plonu genotypow
soi zgromadzonych w latach 2016, 2017
i 2018 oraz ocena potencjalu plonowania
najlepszych genotypow soi G. max z genoty-
pow zgromadzonych w latach 2015 - 2017.

2. Celem 2 tematu badawczego byto przepro-
wadzenie obserwacji kwitnienia wybranych
genotypoéw G. soja w warunkach polowych
oraz ocena zmienno$ci roslin pokolenia F,
otrzymanych z ro$lin pokolenia F, mieszan-
cow miedzygatunkowych G. max x G. soja.

Materiatem do badan bylo w 2019 r. tacznie
280 genotypow soi zgromadzonych w KG i HR
w latach 2015 — 2018 otrzymanych gtéwnie
z bankow genow i1 kolekeji z USA, Kanady, Japo-
nii, Rosji oraz z zasobow réznych panstw euro-
pejskich.

Rok 2019 charakteryzowatl si¢ nietypowym
przebiegiem warunkéw pogodowych. Suchy
kwiecien, chtodny maj i1 ekstremalne upaty
w czerwcu (Srednia temperatura o 6,9°C wyzsza
niz z wielolecia, opady 6,2 mm). W doswiadcze-
niach przeprowadzonych w RGD Dton i w Szele-
jewie obserwowano olbrzymie zrdznicowanie

dtugosciokresuwegetacjiod 111 do 188 dni(koniec
pazdziernika). Pomimo wysokich w temperatur
jednak niektore genotypy, szczegolnie te pocho-
dzace z Japonii i Chin wydtuzyty dlugos¢ okresu
wegetacji z powodu ich reakcji fotoperiodyczne;j.
Obserwowano réwniez olbrzymie zrdéznicowa-
nie pod wzgledem cech morfologicznych i cech
komponentéw plonu. Wsrod zgromadzonych
materialow kolekcyjnych zidentyfikowano geno-
typy majace korzystne, z punktu widzenia hodow-
li w Polsce, cechy jak wysoko osadzony I strak,
duza liczbe pedow bocznych, duza liczbe zawia-
zanych strgkow i nasion, duzg MTN.

Ocena potencjalu plonowania genotypow
najlepszych w poprzednich latach przeprowadzo-
no w do§wiadczeniach na poletkach o powierzchni
9 m?, w 3 powtorzeniach. W doswiadczeniu czwar-
tym pig¢ genotypow plonowato wyzej od odmian
kontrolnych (16,1 dt/ha) W doswiadczeniu pigtym
najwyzsze plony wynoszace 15 dt/ha zebrano z 2
genotypow i odmiany kontrolnej Aligator. Niskie
plony byly spowodowane drastycznym niedobo-
rem opaddéw 1 wysokimi temperaturami.

W ramach drugiego tematu badawczego siew
genotypow G. soja przeprowadzono w warun-
kach polowych 18.04, 14.05 i 10.06. W pordw-
naniu do 2018 r. wszystkie genotypy skrocity
dtugos¢ okresu kwitnienia. Rosliny genotypow
G. soja, ktorych koniec kwitnienia jest trudno
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ustali¢ z powodu ich niezdeterminowanego typu
wzrostu, kwitly niezaleznie od terminu siewu
od 18 do 20 dni. Wysokie temperatury spowodo-
waly rowniez skrocenie okresu wegetacji. Nieste-
ty z powodu wystapienia bardzo niekorzystnych

warunkow pogodowych (wysokie temperatury
1 susza) roOwniez w tym roku proby przekrzyzo-
wania gatunkow G. max 1 G. soja zakonczyly si¢
niepowodzeniem.

Wysiane w 2019 r. potomstwa roslin poko-
lenia F, oceniane w doswiadczeniu pochodzity
z dwoch kombinacji krzyzowania migdzygatun-
kowego G. max x G. soja. W RGD Dlon wysiano
200 potomstw. Wschody roslin byly zr6znicowane
w wyniku suchego kwietnia i niskich temperatur
w maju. Obserwacje wykazaly, ze zdecydowana
wiekszo$¢ roslin charakteryzowala si¢ pokrojem
dzikiego gatunku G. soja. W obydwu kombina-
cjach krzyzowania Annushka x PI507825 i Mavka
x PI507825 obserwowano w dalszym ciaggu w obre-
bie potomstw silng segregacje pod wzgledem
wszystkich obserwowanych cech. Lacznie wybrano
390 roslin: 50 z pierwszej i 340 z drugiej kombi-
nacji. Najwcze$niej zbierano rosliny z kombina-
cji Mavka x PI507825 — od 20 sierpnia do konca
pazdziernika. Mieszance z kombinacji Annush-
ka x PI507825 charakteryzowatly si¢ dluzszym
okresem wegetacji — pierwsze rosliny dojrzewaly
17 wrze$nia. Z punktu widzenia przydatnos$ci roslin
do hodowli korzystniejsze byly rosliny wybra-
ne z kombinacji Mavka x PI507825, poniewaz
w tej kombinacji krzyzowania byto wigcej roslin
o morfotypie G. max, charakteryzujacych si¢ duza
liczba strakow i nasion ($rednio 252,2 straka 1 404,4
nasion). Wyselekcjonowano rowniez 24 rosliny,
ktorych nasiona miaty MTN powyzej 200 g.

Whioski

— W trzech do$wiadczeniach oceniono 280 geno-
typow charakteryzujacych si¢ zréznicowanym
pochodzeniem i stwierdzono, ze r6znity si¢ one
znacznie pod wzgledem przebiegu kwitnienia,
dtugosci okresu wegetacji oraz analizowanych
cech komponentow plonu. Charakterystyka
cech morfologicznych i komponentow plonu
wykazata, ze mozna wyselekcjonowacé geno-
typy o korzystnych cechach pod wzgledem
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wysokosci roslin, wysoko$ci osadzenia pierw-
szego straka, liczby pedow bocznych, liczby
nasion w straku i MTN.

Duza liczba genotypow otrzymanych z zagra-
nicznych bankéw genow i kolekcji charakte-
ryzowata si¢ pomimo wysokich temperatur
dlugim okresem wegetacji. Wydtuzenie wege-
tacji bylo wynikiem reakcji fotoperiodycznej
na warunki dtugiego dnia.

Plony wybranych genotypow w doswiadczeniu
415 byly w 2019 r. bardzo niskie z powodu
drastycznego niedoboru opaddéw oraz wyso-
kich w temperatur w czerwcu. W doswiadcze-
niu 4 pie¢ genotypow miato plony wyzsze (20,0
dt/ha) od odmian wzorcowych (16,1 dt/ha).
W doswiadczeniu 5 plony byty nizsze i tylko
2 genotypy mialy taka sama wysoko$¢ plonu
( 15,0 dt/ha) jak odmiana Aligator.
Powtarzajace si¢ w ostatnich latach wysokie
temperatury powietrza oraz susza moze umoz-
liwi¢ wyselekcjonowanie genotypow w wigk-
szym stopniu tolerancyjnych na suszg.
Przyjete 3 terminu siewu G. soja: kwiecien,
maj i czerwiec nie zapewnity podazy kwiatéw
do krzyzowania. Spowodowane to byto gtow-
nie wysokimi temperaturami w gldownym okre-
sie kwitnienia soi (czerwiec).

W potomstwach roslin mieszancowych poko-
lenia F, otrzymanych w wyniku krzyzowania
G. max x G. soja obserwowano silng segre-
gacje pod wzgledem wszystkich obserwowa-
nych cech. Wéréd roslin z obydwu kombinacji
krzyzowania wybrano segreganty korzystne
z punktu widzenia celéw hodowli soi w Polsce:
rosliny wysokie, wysoko zawigzujace | strak,
ros§liny zawigzujace duza liczbe strgkow
i nasion z ro$liny, rosliny, z ktérych zebrano
duza mase i rosliny o duzej MTN. Duza liczba
tych ro$lin, szczegodlnie z potomstw z kombi-
nacji krzyzowania Mavka x PI507825, moze
stanowi¢ cenny materiat wyjsciowy do dalszej
hodowli.

Bardzo duzg liczbg strakow i nasion zebra-
nych z ro$lin pokolenia F, moze $wiadczy¢
o przeniesieniu z dzikiego rodzica cech lepszej
odpornosci na niekorzystne warunki srodowi-
skowe charakterystycznej dla gatunku G. soja.
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Identyfikacja uktadéw allelicznych genéw
fotoneutralnosci i wczesnosci oraz opracowanie
metodyki otrzymywania roslin homozygotycznych

U Soi

Identification of alleles arrangement of photoneutrality and earliness genes and
developing method of obtaining soybean homozygous plants
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Stowa kluczowe: geny wczesnosci, markery molekularne, soja, SSD

W ramach projektu byty realizowane 3 tematy
badawcze z nastgpujacymi celami:

— Celem 1 tematu bylo okreslenie skladu
allelicznego materiatow kolekcyjnych soi
w obrgbie dwoch gendéw zdeterminowania
wzrostu oraz siedmiu gendéw wczesnosci
kwitnienia.

— Celem tematu 2 byto przeprowadzenie
obserwacji fenotypowych (terminu kwitnie-
nia i dojrzewania) 150 genotypow kolek-
cyjnych i referencyjnych soi w warunkach
polowych.

— Celem dos$wiadczenia szklarniowego byto
otrzymanie 2 pokolen soi w jednym roku.

Materialem do badan bylo 150 genoty-
poéw wybranych z kolekcji Katedry Genetyki
i Hodowli Roslin w tym genotypy referencyj-
ne. Analizy molekularne byly przeprowadzane
w dwoch laboratoriach — w IGR 1 w KG 1 HR.
Na podstawie danych literaturowych wybrano
startery do reakcji PCR amplifikujagce markery
na znane geny wczesnosci kwitnienia (E7, E2,
E3, E4, E7, E9, E10) i zdeterminowania wzrostu
(Dtl 1 Dt2). Analize zakonczono dla 26 marke-
row (23 markerow z zestawu podstawowego i 3
markerow dodatkowych). Zastosowane markery
pozwolity na oceng¢ sktadu allelicznego dla
wszystkich badanych genéw. W puli badanych

150 genotypow stwierdzono wystepowanie alle-
la dominujacego E7 (26-29 linii) oraz nastgpuja-
cych alleli recesywnych: el-nl (55-56 linii), el-as
(59-61 linii), el-fs (2-3 linie) oraz kombinacji
el-as/el-nl (4-5 linii). Przeprowadzone badania
upowazniajg do stwierdzenia, ze w puli bada-
nych genotypéw wystepuje duze zréznicowanie
kombinacji allelicznych genéw wczesnosci (E1,
E2, E3, E4 i przypuszczalnie E7) oraz genow
zdeterminowania wzrostu Dt/

W doswiadczeniu polowym obserwowano
wszystkie 150 genotypdow, ktore byly analizowa-
ne molekularnie. Do$wiadczenie zostato zalozone
24.04.2019 r. na polu doswiadczalnym KG i HR
w Rolniczym Gospodarstwie Doswiadczalnym
Dton. Rozstaw rzedow 50 cm, wielkos¢ poletka 2
m?. W 2019 r. temperatury, za wyjatkiem miesigca
maja, byly o kilka stopni wyzsze w porownaniu
z temperaturg z wielolecia. Opady w miesigcach
kwiecien oraz czerwiec-sierpien byly znacznie
nizsze od $redniej z wielolecia z drastycznym
brakiem opadéw w czerwcu (6, 2 mm). Najwcze-
$niejsze genotypy zakwitly na poczatku czerw-
ca po 50 dniach, a najpdzniejsze po 109 dnia
od siewu. Najszybciej, zgodnie z oczekiwania-
mi, dojrzewaly te genotypy referencyjne, ktore
miaty uktad 4 alleli recesywnych (Fiskeby V,
Bravalla, Nawiko,). Do konca sierpnia dojrza-
ly 23 genotypy, ktore z nielicznymi wyjatkami
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miaty rowniez allele recesywne 4 gtdéwnych genow
wczesnosci el-e4 oraz allel recesywny genu e7.
Najpdzniej z odmian referencyjnych dojrzewaty
odmiany Corsoy i Harosoy nalezace do II grupy
dojrzatosci (MG), ktore w uktadzie alleli 4 gtownych
genow wezesnosci (E1 — E4) mialy allele dominu-
jace E2 i E4, a odmiana Corsoy dodatkowo allel
dominujacy E7. W catym doswiadczeniu najpoz-
niej dojrzaty genotypy L64-4584, Williams§82,
Hakka Zashi i Imnertinskaja, ktore zbierane byty 30
pazdziernika po 188 dniach od siewu. Tylko ostatnia
odmiana miata 4 allele dominujace E/ — E4, a geno-
typ L64-4584 3 allele E2 — E4. Podobnie diugi okres
wegetacji — 180 dni miata odmiana Athow, u ktorej
rowniez zidentyfikowano uklad alleli dominujg-
cych E2 — E4. W doswiadczeniu bylo ocenianych
150 genotypéw wybranych pod katem zréznico-
wania w terminie dojrzewania i z punktu widzenia
dalszych analiz molekularnych genow wczesnosci
i determinacji wzrostu pedu, dlatego tez obserwo-
wano olbrzymie zrdznicowanie pod wzgledem
wszystkich cech morfologicznych i cech kompo-
nentow plonu

W doswiadczeniu z metodg SSD w 2019 .
materialem do doswiadczenia byly 2 pokolenia
mieszancowe soi (F, i F): 2 kombinacje krzyzowa-
nia miedzyodmianowego soi otrzymane w Danko
Hodowla Roslin Sp. z 0. 0. i 2 kombinacje krzy-
zowania miedzygatunkowego G. max x G. soja
otrzymane w KG i HR. Zalozono tacznie 4 doswiad-
czenia. W doswiadczeniach badano wplyw 3 obsad
roslin na 1 m? na zawigzanie strakoéw i nasion: 156
ros$lin/m?, 363 roslin/m? i 630 ro$lin/m?. Podobnie
jak w 2018 r. obserwowano wyrazng tendencje
do zmniejszania si¢ liczby strakow i nasion z rosli-
ny jak réwniez $redniej liczby nasion w stragku wraz
ze zwigkszaniem si¢ obsady roslin. R6znica w licz-
bie $redniej liczby nasion z rosliny byta bardzo duza:
np. w Szelejewie w obsadzie 156 ro$lin/m? rosliny
zawiazaly w zalezno$ci od kombinacji krzyzowania
17,31 19,8 nasion, a w obsadzie 630 ro$lin/ m? tylko
3,6 1 5,1 nasion. Jest to wystarczajaca liczba nasion
do prowadzenia hodowli metoda SSD.

Whioski
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1.

W puli badanych linii soi (150 genotypow)
istnieje znaczne zrdznicowanie skladu alle-
licznego genow FEl, E2, E3, E4, E7 i Dtl,
ktore umozliwia prowadzenie prac w kierunku
rozpoznania optymalnych kompozycji allelicz-
nych warunkujacych adaptacje soi do wystepu-
jacych w Polsce warunkow klimatycznych.
Oceniane w doswiadczeniu 150 genotypow
soi roznito si¢ znacznie pod wzgledem prze-
biegu kwitnienia, dlugosci okresu wegetacji
oraz analizowanych cech morfologicznych
i komponentow plonu. Diugos$¢ okresu wegeta-
cji ocenianych genotypow byla zréznicowana
(124 — 188 dni), co $wiadczy o ich prawidto-
wym wyborze i umozliwi powigzanie uktadoéw
allelicznych gendéw wczesnosci z ich wptywem
na dojrzewanie ro$lin soi w warunkach klima-
tycznych Polski.

Srednia liczba strgkéw i nasion z rosliny byta
najwyzsza przy najmniejszej obsadzie roslin
i malata wraz ze wzrostem obsady. Najwi¢ksza
obsada ro$lin 630/m? zapewniala otrzymanie
z rosliny $rednio kilku nasion, co jest wystar-
czajaca liczba nasion dla metody pojedynczych
nasion. Odnotowanie jednak w przypadku
najwickszej obsady roslin, ktore nie zawigzaty
strgkow wskazuje, ze jest to najwigksza mozli-
wa odsada roslin w tych warunkach.

W warunkach szklarniowych zar6wno w KG
i HR jak i w Szelejewie mozna otrzymac¢ dwa
pokolenia soi w jednym roku i w rezultacie
skroci¢ o dwa lata czas otrzymywania linii
homozygotycznych soi.

Zastosowanie metody SSD do przyspieszenia
otrzymania pokolen soi w przypadku kombina-
cji krzyzowania migdzygatunkowego G. max
x G. soja moze by¢ utrudnione z powodu bardzo
duzego zréznicowania roslin pod wzgledem
wysokosci roslin, typu wzrostu (niezdetermi-
nowany) i dtugos$ci okresu wegetacji.
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Badania nad gametycznga embriogeneza u Lupinus

angustifolius L. - indukcja haploidéw i analiza
genetycznego podtoza tego procesu

Research on gametic embryogenesis in Lupinus angustifolius L. - haploid induction
and analysis of the genetic basis of this process
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waskolistny

Cel badan

Realizacja projektu w drugim roku badan -
2019 zostata podzielona na dwie czesci, ktorych
celami zasadniczymi byty:

I czes¢
— analiza wpltywu pytku obcego gatunku
na rozwoj woreczka zalazkowego w uktadzie
krzyzowania L. angustifolius x L. mutabilis
— optymalizacjapozywek dla wybranych dwoch
genotypow L. angustifolius — krzyzowanie
oddalone, gynogeneza

II czes¢

— charakterystyka kultur mikrospor po zastoso-
waniu enzymatycznego traktowania mikro-
spor oraz stresu chtodu

— ocena histologiczna kalusa otrzymanego
z kultur mikrospor

— analiza genow ulegajacych ekspresji w tkan-
ce kalusa z kultur mikrospor

Opis wynikow

I czesé

W pierwszej kolejnosci przeanalizowano stan
rozwojowy zalgzkow dla dwoch genotypow tubi-
nu waskolistnego stanowigcych kontrole, gdzie
punktem odniesienia byta wielko$¢ pylnikow
w stosunku do stupka wraz ze znamieniem: pylni-
ki osiaggajace Y2 1 % dlugosci stupka oraz pylniki

rozwini¢te powyzej znamienia stupka. Stwierdzo-
no, ze zalazki pobrane w pierwszym z wymie-
nionych termindéw nie miaty zroéznicowanych
komorek macierzystych makrospory, aczkolwiek
obserwowano juz zarys woreczka zalazkowego.
Przy pobraniu zalazkow przy % diugosci pylni-
kéw w stosunku do stupka obserwowano od jedno
do kilkukomoérkowego woreczka zalazkowego.
W petni kwitnienia po przerosni¢ciu przez pylni-
ki znamion obserwowano wyksztalcony aparat
jajowy, takze proces kariogamii i powstanie
zygoty. Dodatkowo przeanalizowano preparaty
z zalagzkoéw pobranych po 4-7 dniach od samoza-
pylenia oraz 21. Obserwowano rozwoj kilkuko-
morkowych prozarodkéw, a po dwoch tygodniach
zarodki osiagnely stadium kuliste z widocznym
suspensorem. W przypadku analizowanych prepa-
ratow wykonanych z zalazkéw po przepaleniu L.
angustifolius (Karo 1 Graf) x L. mutabilis LM. 13
po nie stwierdzono na zadnym z analizowanych
preparatow dla dwoch genotypow tubinu wasko-
listnego procesu kariogamii, tylko obecno$¢
pojedynczych komorek po 48 h od przepylenia
pytkiem L. mutabilis. Po 96 h mozna bylo zaob-
serwowac kilkukomoérkowe struktury o duzych
jadrach komoérkowych czy po 168 h kilkuna-
stokomorkowe nie przypominajace zarodkéw
zygotycznych. Ich potozenie moze wskazywac,
ze mamy do czynienia z partenogeneza. Po tym
czasie widoczne tez byly degenerujace woreczki
zalazkowe w zalazku.
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Zarowno material biologiczny w postaci kalu-
sa wyprowadzony na drodze krzyzowania odda-
lonego jak i gynogenezy wymaga szeregu pasazy,
niewykluczone ze bardzo czgstych. W obu tech-
nikach podjecie rozwoju tkanki kalusowej miato
miejsce do dwodch tygodni, w kolejnych obserwa-
cjach prowadzonych co tydzien kolejnych zalgz-
kéw ze zmianami nie przybywato. Procent indukcji
zmian dla trzech genotypdéw nie przekroczyt 35%
po zastosowaniu pozywki B5 z ré6znymi kombina-
cjami regulatoréw wzrostu (2,4 D i lub kinetyna, B5
kontrola — tacznie 5 podtozy). Generalnie pozywka
bez regulatoréw wzrostu w poczatkowych etapach
— do dwoch tygodni data najlepsze rezultaty w przy-
padku krzyzowania oddalonego. W dwoch techni-
kach indukcji haploidow generalnie odmiany Emir,
Graf i1 Karo okazatly si¢ podatne na warunki kultury
a LAE nie. Dobor regulator6w wzrostu w pozyw-
ce B5 jest kluczowy, a takze kolejnych podtrzy-
mujacych rozwdj eksplantatow. Bardzo wazna role
w opracowaniu dalszych etapow regeneracji bedzie
uchwycenie czasu pasazu. Biorgc pod uwage otrzy-
mane wyniki konieczne jest prowadzenie materia-
hu pulsacyjnie, tzn. nie tylko zmieniajac st¢zenia
i rodzaje regulatorow wzrostu, ale tez zastosowanie
pozywki bez regulatoréow. Zmiany czgste podtozy
sg konieczne, poniewaz zaobserwowano szybkie
przechodzenie komorek na szlak apoptozy i nie
zawsze daje si¢ ten proces zahamowac czy catkowi-
cie odwrdcic¢. W biezacym roku udalo si¢ ustabilizo-
wac tkanki kalusowe dla odmiany Emir. Uzyskano
tez znaczny postep dla kultur zalazkéw (gynoge-
neza) w stosunku do ubieglego roku. W przypadku
krzyzowania oddalonego otrzymano w tym roku
dwa typy kalusa — obydwa wyraznie wydostajace
si¢ ze srodka zalgzka.

IT czes¢

Dane literaturowe dotyczace prob uzyskania
haploidéw u tubinu wskazywaty, ze jedng z przy-
czyn trudnosci w indukcji androgenezy moze by¢
bardzo gruba egzyna, uniemozliwiajagca dalszy
rozw0j mikrospory. W biezagcym roku przeprowa-
dzono wstepne badanie dotyczace ostabienia egzy-
ny mikrospor poprzez trawienie enzymatyczne.
Wyniki wskazaty, ze zastosowane mieszaniny enzy-
matyczne w znacznym stopniu wptynety na zwigk-
szenie liczby  komorek  splazmolizowanych
(ok. 50%), w porownaniu z kontrolg (30%). W tym
do$wiadczeniu odnotowano nieliczne podzia-
ly komoérkowe glownie w kontroli, ale takze oraz
po zastosowaniu mieszaniny ESPP4 o bogatszym
sktadzie enzymatycznym. Odnotowano bardzo niski
odsetek zywotnych mikrospor (ponizej 10%) nie

176

tylko po zastosowaniu badanych mieszanin enzy-
matycznych, ale rowniez i w kontroli. W dalszej
czgsci badania byly skoncentrowane na analizie
wplywu sktadu pozywki oraz temperatury na induk-
cje androgenezy u 2 odmian tubinu. Zastosowano
dhugotrwaty szok termiczny (4°C/14 dni). Kontrolg
byta kultura prowadzona caty czas w stalej tempera-
turze 26°C. Obserwacje kultury wskazaty, ze wiek-
szo$¢ mikrospor, niezaleznie od zastosowanego
szoku termicznego oraz pozywki nie wykazywata
zmian morfologicznych nawet do 28 dnia kultu-
ry. Literatura z zakresu haploidyzacji roslin jasno
wskazuje, ze w prawidtowej kulturze, w tym czasie
obserwuje si¢ juz wystepowanie wielokomorko-
wych agregatow, czego w niniejszym do$wiadcze-
niu praktycznie nie obserwowano. Odnotowano
pojedyncze podziaty komorkowe, jednak byty one
w wiekszos$ci zatrzymane na pierwszej lub drugiej
mitozie 1 nie postepowaly dalej. W tym doswiad-
czeniu testowano rowniez wplyw zréznicowanych
pozywek na rozwoj mikrospor. W niniejszych
badaniach zastosowanie 0,1 pM trichostatyny nie
przyniosto pozadanego efektu. Podziaty odnotowa-
no najliczniej (0,9%) na pozywce 190/2 w kultu-
rze mikrospor prowadzonej w stalej temperaturze
26°C. Pozywka ta zawierata kinetyne 1 2,4-D. Tylko
w jednym przypadku, u odmiany Karo prowadzone;j
na pozywce 190/2 w 26°C, podziaty komorkowe
byly niezahamowane i obserwowano wytworze-
nie agregatu komoérkowego. Analiza zywotno$ci
mikrospor potwierdzila obserwacje z pierwszego
doswiadczenia, i wykazala bardzo niska zywot-
no$¢ mikrospor w kulturze nieprzekraczajaca 14%
w pierwszej dobie kultury, a wynoszaca ponizej 7%
w siodmej dobie kultury.

Powyzsze wyniki wskazuja na potrze-
be optymalizacji sktadu mieszaniny pod katem
osmotikum roztworu tak, aby zminimalizowac
plazmolize mikrospor oraz zbadanie przyczyny tak
niskiej zywotnos$ci mikrospor. Potencjalng przy-
czyna niskiej zywotnos$ci moze by¢ stres zwigza-
ny z odkazaniem materialu oraz samym procesem
izolacji komorek lub specyficzne wymagania
co do pozywki, ktora ma indukowaé androgeneze
w mikrosporach gatunkow z rodzaju Lupinus. Trak-
towanie mikrospor niskg temperaturg najprawdopo-
dobniej nie wptywa negatywnie na zywotnos¢, gdyz
jak pokazaty nasze wyniki, spadek ten obserwowa-
no rowniez w nietraktowanej szokiem termicznym
kontroli.

W biezacym roku przeprowadzono rowniez
analiz¢ histologiczna tkanki kalusowej uzyskanej
z doswiadczenia w roku 2018. Wyniki ujawni-
ly réznice na poziomie morfologii komodrek oraz
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elementow wigzek przewodzacych migdzy kalusem
Zywym 1 zamierajacym.

Otrzymane wyniki potwierdzaja doniesienia
literaturowe, ze indukcja androgenezy u tubinu
waskolistnego w kulturach mikrospor jest niezwy-
kle trudna. Problem ten nie dotyczy jednak tylko
tego gatunku, ale catej rodziny. Pomimo licznych
prob, wyniki wskazujg na otrzymanie pojedynczych
agregatow lub prozarodkow u gatunkow z rodziny
Fabaceae.

Uzyskane RNA z kalusa otrzymanego z mikro-
spor oraz ro$lin ‘Graf’ prowadzonych in vitro
postuzyto do utworzenia bibliotek, ktore zostaly
zsekwencjonowane. Dla kazdej biblioteki uzyskano
34 - 35 mln odczytow i 5,2 - 5,3 Gpz odczytanych
zasad. Wykonana analiza poréwnawcza ekspresji
pozwolita na wskazanie 407 genow z istotna staty-
stycznie (FDR < 0,01) zmiang ekspresji (2x lub
wigcej up i down) w tkance kalusa z indukowanych
mikrospor oraz w tkance kalusa uzyskanej metodami
klasycznymi. W badanym materiale stwierdzono
roznice w ekspresji miedzy badanymi probkami
dla ortologu genu LECI. Dla kilku kluczowych
genéw (BBM, LEC2, FUSCA3, ABI3, ASI1)

z szlaku morfo i embriogenezy nie stwierdzono
ekspresji w badanym materiale. Profil ekspresji
genow w kalusie z mikrospor i kalusie kontrolnym
oceniony na podstawie wspotczynnikow korelacji
Pearsona byl bardzo podobny (warto$ci powyzej
0.97).

Uzyskane wyniki wskazuja, iz konieczne jest
doktadniejsze zbadanie w kilku punktach czaso-
wych kalusa uzyskanego z mikrospor jak rowniez
kalusa pochodzacego z krzyzowania oddalonego.
Wewczesnym etapiekalustennie wykazujeistotnych
roznic w stosunku do kalusa kontrolnego. Mozemy
zaobserwowa¢ w nim ekspresj¢ genoéw inicjujacych
organogeneze np. genow STM, ANT, AS1, KAN2
na poziomie zblizonym do kalusa kontrolnego.
W nastgpnym etapie powinna zosta¢ takze zbada-
na dynamika zmian ekspresji genow zwigzanych
zembriogeneza takich genow jak LEC1, BBM, AS1,
KAN2 w czasie proliferacji kalusa z mikrospor oraz
kalusa powstatego w wyniku krzyzowania oddalo-
nego. Analizy takie powinny pomoc we wskazaniu
punktu czasowego, w ktorym ekspresja zaczyna
spada¢ 1 mechanizmy komoérkowe uruchamiajg
procesy zwigzane z $miercig komorkowaq.
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Cecha wczesnosci kwitnienia u tubinu biatego

i tubinu zéttego — podstawy genetyczne

i molekularne

Early flowering traits of white lupin and yellow lupin — genetic and molecular

backgrounds

Michat Ksigzkiewicz *“, Piotr Plewinski, Sandra Rychel-Bielska,
Magdalena Tomaszewska, Wojciech Bielski, Bogdan Wolko

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu,
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postegpu biologicznego w produkcji
roslinnej napodstawie decyzji Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi, nr HOR hn-801-8/14, Zadanie nr 39.

Stowa kluczowe: fenotypowanie, mapowanie genetyczne, sekwencjonowanie DNA, sekwencjonowanie RNA, termin

kwitnienia, wernalizacja

Realizacj¢ zadania podzielono na cztery tematy
badawcze.

Cel tematu badawczego 1

Otrzymanie linii pokolenia F, z krzyzowek
tubinu zottego QPRH444/14x 3 Parys i QParys X
JPRH444/14 oraz poznanie wymagan wernaliza-
cyjnych wybranych linii z kolekcji tubinu zottego.

W stacji Hodowli Roslin Smolice, Oddziat
w Przebedowie, wysiano nasiona z pokolenia
F, obu wariantow populacji mapujgcej tubinu
z6ttego. Uzyskano plon z 200 linii z kazdej kombi-
nacji krzyzowkowej. Po recznej obrobee strakow
uzyskanonasionaw liczbie wystarczajacej (zrezer-
wag dodatkowych 200 linii na ewentualne powto-
rzenia) do kontynuacji prac w nastepnych latach.

Do$wiadczenie ukierunkowane na ocen¢
terminu kwitnienia zostato zatozone w warunkach
szklarniowych (z wernalizacja i bez wernaliza-
cji). Badano 108 linii lubinu zottego otrzymanych
ze $wiatowe]j kolekcji oraz linii rodzicielskich
dwoch populacji mapujacych tubinu zoltego:
polskich (PRH444/14 i Parys) i australijskich
(Wodjil 1 P28213). W wariancie bez wernaliza-
cji 112 linii osiagnelo fazg wiazania pakow oraz
poczatek kwitnienia, 106 linii koniec kwitnie-
nia, a 97 linii faze dojrzatosci (zbioru nasion).
W wariancie z wernalizacjg 111 linii osiagngto
faze wigzania pgkéw oraz poczatek kwitnienia,
za$ 110 linii koniec kwitnienia i faz¢ dojrzatosci
(zbioru nasion). Innymi stowy, bez wernaliza-
cji 87% badanych linii wydato plon nasion, za$

z wernalizacjg — 98%. Przy braku wernalizacji
rosliny potrzebowatly $rednio ~63 dni do zawia-
zania pakoéw (min. ~42/max. ~83), ~70 dni
do poczatku kwitnienia (min. ~50/max. ~91),
~82 dni do zakonczenia kwitnienia (min. ~64/
max. ~98) 1 ~119 dni do dojrzatosci strakow (min.
~105/max. ~121). Przy zastosowaniu wernaliza-

cji terminy te byly krotsze o 2-24 dni (Rys. 1).

Zaobserwowano, ze linie wczesne cechowaly sig

relatywnie niewielka odpowiedzig na wernaliza-

cje w postaci przyspieszenia kwitnienia o maksy-

malnie 10 dni (Rys. 2).

Wnhioski z realizacji tematu badawczego 1

— Cecha wczesnosci kwitnienia tubinu zotte-
go jest cechg ilosciowa, warunkowang przez
kilka niesprzgzonych ze soba genow.

— Linie rodzicielskie populacji mapujacych
hubinu zottego istotnie réznig si¢ terminem
kwitnienia i wymaganiami wernalizacyjny-
mi, co umozliwia mapowanie cech iloscio-
wych.

Cel tematu badawczego 2

Uzyskanie zestawu markerow polimorficz-
nych roznicujacych linie rodzicielskie dwoch
populacji mapujacych w obrebie sekwencji
homologéw gendw uczestniczacych w procesie
indukcji kwitnienia oraz poznanie segregacji tych
markerow w liniach wsobnych populacji mapuja-
cej WodjilxP28213.

Prace prowadzone w

ramach zadania
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w latach 2017-2018 doprowadzity do opracowa-
nia 10 markerow dla populacji PRH444/14xPa-
rys oraz 23 markerow dla populacji Wod;jilxP28213.
W 2019 roku generowano markery m.in. dla genéow
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF

CONSTANS 1 (SOCI) i FLOWERING LOCUS D

(FLD), wykazujacych zroznicowany profil ekspre-

sji 1 cechujacych sie¢ silng odpowiedzig na werna-

lizacje. Zaprojektowano 78 par starter6w na geny
z grupy FLOWERING LOCUS T (FT) i 19 par
na geny FLD i SOCI. 1zolacje DNA wykonano przy
uzyciu zestawu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).
Amplifikacje PCR prowadzono przy uzyciu poli-
merazy GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase (Prome-
ga). Specyficzne produkty PCR uzyskano dla 77
par, a sekwencjonowanie wykonano dla 40. Ziden-
tyfikowano loci polimorficzne pomiedzy liniami
rodzicielskimi obu populacji mapujacych dla genow
FToraz SOCI, a takze loci polimorficzne pomiedzy
liniami Parys i PRH444/14 dla genu FLD. Pomig-
dzy linig dzika P28213, a udomowiona Wodjil 33%
produktow bylo polimorficznych. Polimorfizm
miedzy PRH444/14 a Parysem byl nizszy (25%).
Segregacje w populacji mapujacej odczytano dla 12
markerow. Dla 8 markerow segregacja byta zgodna
z oczekiwang (test Chi2, p-value 1E-05) (Rys. 3).
Odchylenie segregacji wystapito dla 4 markerow
i wynikato z heterozygotycznosci dzikiej linii rodzi-
cielskiej (Rys. 4). Wszystkie markery rozlokowa-
no w grupach sprzgzen, przy czym wartosci LOD
dla markeréw z segregacjg prawidtowa wyniosty
16.9-28.3, za$ dla markerow z segregacja odchy-
long: 4.0-6.6. Dwa markery zmapowano w dwoch
gtéwnych loci warunkujacych wezesnos¢ kwitnie-
nia.

Wnhioski z realizacji tematu badawczego 2

— Obserwowany poziom polimorfizmu mig¢dzy
liniami wczesnymi a péznymi tubinu zottego
jest zblizony do tego, ktory wystepuje u tubinu
waskolistnego i bialego.

— Cecha wczesnosci kwitnienia tubinu zottego
jest warunkowana przez co najmniej dwa geny
zlokalizowane w dwdch gtdownych loci QTL.

— Uzyskanie dalszego postepu w badaniach
genetycznych podstaw wczesnosci kwitnienia
hubinu zéltego bedzie mozliwe przy wyko-
rzystaniu populacji mapujacej PRH444/14
x  Parys, poniewaz linia PRH444/14 jest
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najwczesniejszg aktualnie znang linig tubinu
z6ltego, wykazujaca stabilny fenotyp w zakre-
sie trzech lat doswiadczen.

Cel tematu badawczego 3

Poznanie profilu ekspresji genow uczestni-
czacych w procesie indukcji kwitnienia w liniach
rodzicielskich  dwoch  populacji  mapujacych
w odpowiedzi na wernalizacjg.

Doswiadczenie zostalo zatozone w warunkach
kontrolowanych w Centrum Uprawy Roslin IGR
(z wernalizacja 1 bez wernalizacji). Nasiona roslin
niewernalizowanych byly wysiane 4 dni wcze-
$niej, aby zapewni¢ podobng liczbe stopniodni.
Materiat roslinny zebrany byl co tydzien. Badano
ekspresje czterech genow FT i genu referencyjnego
(DRHI) wybranego na podstawie analizy wynikow
sekwencjonowania transkryptomu metodga RNA-
seq z roku 2018. Do izolacji RNA i przepisania
RNA na cDNA oraz do ilosciowego PCR uzywano
komercyjnych zestawow (SV Total RNA Isolation
System, Promega; iScript cDNA Synthesis Kit,
Bio-Rad; iTaq Universal SYBR Green Supermix;
Bio-Rad). Byly zastosowane po 3 powtdrzenia
biologiczne dla kazdej z linii.

Whioski z realizacji tematu badawczego 3
— Wyniki analizy ekspresji genow ujawni-

ly potencjalng funkcje regulatorowg trzech
genow FT w procesie indukcji kwitnienia
lubinu z6ttego 1 uzasadniajg badanie polimor-
fizmu sekwencji tych genéw w liniach kolek-
cyjnych.

— Wyniki uzyskane dla tubinu zoéttego potwier-
dzity wysoki stopien zachowawczo$ci regu-
lacji procesu indukcji kwitnienia w obrebie
roslin stragczkowych. Z badan prowadzo-
nych w poprzednich latach realizacji zadania
w ramach Postgpu Biologicznego wynika,
ze u tubinu waskolistnego gtownym genem
wczesno$ci kwitnienia jest homolog z kladu
Flcl, a u tubinu biatego m. in. gen FTal.
Z danych literaturowych wynika, ze u Medi-
cago truncatula za wymagania wernaliza-
cyjne odpowiada jeden z homologow FTal,
za$ za reakcj¢ na fotoperiod — gen z kladu F7b.
U soi odpowiedz fotoperiodyczng warunku-
ja geny z kladow FTa i FTc, za§ u grochu gen
FTal (locus GIGAS).
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Wplyw wernalizacji na termin kwitnienia pdéznych linii lubinu zéltego
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Rys. 1. Wplyw wernalizacji na termin od wysiania nasion do rozpoczecia kwitnienia lubinu z6ltego. Podana jest liczba ro-
$lin w poszczegélnych przedzialach czasowych dla 66 linii p6Znych. Warto$ci ujemne na osi x wskazuja na przyspieszenie
terminu kwitnienia roslin poddanych wernalizacji (w poréwnaniu do roslin niewernalizowanych).

Wplyw wernalizacji na termin kwitnienia wczesnych linii lubinu zéltego
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Rys. 2. Wplyw wernalizacji na termin od wysiania nasion do rozpocz¢cia kwitnienia lubinu zéltego. Podana jest liczba
roslin w poszczegolnych przedziatach czasowych dla 23 linii wezesnych. Warto$ci ujemne na osi x wskazuja na przyspie-
szenie terminu kwitnienia roslin poddanych wernalizacji (w poréwnaniu do roslin niewernalizowanych).
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Rys. 3. Elektroforegram markera UNI_F2c¢_R2 (gorny produkt — allel P28213, dolne produkty — allel Wodjil). Marker
typu CAPS, trawiony enzymem Hphl. Warto$¢ P testu Chi-2: 1,7SE-04.
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Rys. 4. Elektroforegram markera CDF3_F1_R1 (gérny produkt — allel P28213, dolny produkt — allel Wodjil). Marker
typu CAPS, trawiony enzymem Mnll. Wartos$¢ P testu Chi-2: 5.67E-06.
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Analiza zmiennosci genetycznej i piramidyzacja
genoéw warunkujacych cechy uzytkowe tubinu

bialego

Estimation of genetic variability and pyramiding of genes controlling agricultural

traits of white lupin
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr HOR.hn.802.2.2019, zadanie nr 42.

Slowa kluczowe: alkaloidy, antraknoza, tubin bialy, krzyzowania zblizajace, mutageneza, thuszcz, wezesnosé

Cel podjetego tematu i prowadzonych badan:

Lubin biaty ma jeden z najstarszych rodo-
wodow sposrod gatunkow uprawianych w Euro-
pie. Jego uprawa w Egipcie datuje si¢ na rok
330 p.n.e. skad poprzez Grecje dotart do Wtoch.
Z uwagi na mniej korzystne warunki klimatycz-
ne w Centralnej Europie gatunku tego nie upra-
wiano, a dopiero udane do$§wiadczenia Wulfena
w Niemczech w roku 1810 zwrocily uwage
na warto$¢ ro$lin tubinu biatego w uzyznianiu
gleby. Dotad tubin bialy np. w Polsce i w Niem-
czech nie stat sie¢ tak rozpowszechniony (gtow-
nie z powodu braku odpowiednich odmian)
jak tubin zotty, a zwlaszcza waskolistny. Jest
gatunkiem mato poznanym od strony genetycz-
nej. Aby zwickszy¢ jego powierzchni¢ uprawy
i wykorzystanie nalezy ulepszy¢ w odmianach
uprawnych kilka cech: wczesno$¢ i odpornosé
na antraknoze oraz obnizy¢ zawarto$¢ alkalo-
idow 1 podwyzszy¢ zawarto$¢ ttuszczu. Celem
proponowanych badan w aspekcie wieloletnim
jest zidentyfikowanie 1 selekcja pozadanych
cech tubinu biatego w $wiatowych zbiorach
kolekcyjnych lub wsérod mutacji indukowanych,
okreslenie sposobu dziedziczenia oraz lacz-
na introdukcja cech do genotypow o wysokiej
wartosci uzytkowej. Realizacja powyzszego jest
niezbednym warunkiem, aby tubin bialy stat si¢
cenionym gatunkiem uprawnym, konkurencyj-
nym dla gtéwnych roslin straczkowych, zrédtem
wysokoenergetycznej paszy biatkowej dla drobiu
i trzody chlewne;.

Opis wynikow

W ramach zdania 42 w roku 2019 badania
realizowano w jednym szerokim temacie badaw-
czym:

Temat badawczy 1: Krzyzowania zblizajace

Uzyskiwanie segregujacych populacji w kolej-
nych pokoleniach pod wzgledem pary cech
(zawarto$¢ thuszczu i wczesno$¢ dojrzewania)
i zréznicowane podloze genetyczne (odmiany
uprawne). Druga para cech w krzyzowaniach
zblizajacych uwzglednia zawarto$¢ alkaloidow
1 odporno$¢ na antraknoze i zréznicowane podto-
ze genetyczne (odmiany uprawne). Na podstawie
uzyskanych wynikéw z wspomnianych krzy-
zowan zblizajacych kontynuowano prace nad
laczng inkorporacja cechy wczesnosci i wyso-
kiej zawartosci tluszczu do jednego genotypu
na drodze krzyzowania zblizajacego, a w odnie-
sieniu do drugiej pary cech (zawartos¢ alkaloidow
i odporno$¢ na antraknozg) w biezacym roku
rozpoczgto krzyzowania zblizajace wybranych
mieszancOw o najnizszej zawartosci alkaloidow
z wyselekcjonowanymi mieszancami o najwiek-
szej tolerancji na porazenie antraknozg.

W ramach kontynuacji badan w odniesieniu
do pierwszej pary cech (forma o zwigkszonej
tolerancji na antraknoze¢ x odmiana i formy nisko-
alkaloidowe x odmiana) w roku biezacym anali-
zowano kolejne pokolenie mieszancowe

Analizy na zawartos¢ alkaloidow w potom-
stwie mieszancowym pokolenia F, pochodzgcym
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z trzech kombinacji krzyzowkowych pozwoli-
ly ujawni¢ szeroki zakres zmiennosci tej cechy,
jak 1 w dalszej kolejnosci dokona¢ wyboru
mieszancoOw o bardzo niskiej zawartosci alka-
loidow w poréwnaniu z wzorcem, ktora byta
odmiana uprawna Butan. Mieszance te stano-
wity material wyjsciowy do uzyskania ros$lin
kolejnego pokolenia. Podobnie jak w ubiegtlo-
rocznym pokoleniu F,, najwigkszg liczb¢ form
niskoalkaloidowych (przy zakresie zmienno$ci
tej cechy od 0,0073 do 0,00060) zidentyfikowano
w kombinacji krzyzéwkowej B17: Amiga x Pika-
dor, przy $redniej zawartosci alkaloidéw na pozio-
mie 0,0242 % w nasionach wzorca, odmiany Butan.
Potwierdzaja si¢ wigc wezesniejsze wyniki wskazu-
jace na szczegdlng wartos¢ tej kombinacji w pozy-
skiwaniu najliczniejszej grupy mieszancow tubinu
bialego o najnizszej zawartosci alkaloidow. Nieco
wyzsze Srednie wartosci uzyskano dla mieszancow
pochodzacych z pozostatych dwu kombinacji, przy
czym $rednia zawarto$¢ alkaloidow byta nizsza
w kombinacji B 16 (Amiga x Boros) niz w nasio-
nach mieszancow z segregujacej populacji w kombi-
nacji B15 (Lotos x Butan). Obydwie kombinacje
charakteryzuje szeroki zakres zmienno$ci ogdlnej
zawartosci alkaloidow, od 0,0014 % do 0,053 %
w nasionach roslin z kombinacji B15 i od 0,0024 %
do 0,0081% w kombinacji B16. W odniesieniu
do analiz z lat poprzednich, takze w roku biezacym,
wynikiem segregacji jest ujawnianie si¢ mieszan-
cOwW o bardzo niskiej, wrecz Sladowej zawartosci
alkaloidow w kazdej kombinacji, ponizej warto-
sci tej cechy dla nasion odmiany — wzorca Butan.
Systematyczny spadek zawarto$ci alkaloidow
w nasionach jest niewatpliwie wynikiem prowa-
dzonej od kilku lat selekcji, wybierajac do dalszych
badan w kolejnych pokoleniach najbardziej nisko-
alkaloidowe genotypy mieszancowe. Podobnie jak
w poprzednich pokoleniach, oprocz zmienno$ci
zawartosci alkaloidow w nasionach segregujacej
populacji mieszancow, szczegélnie interesujaco
przedstawia si¢ struktura zawarto$ci poszczego6l-
nych alkaloidéw w ich tacznej zawartosci. Gene-
ralnie analizy obejmowaly 20 réznych alkaloidow,
przy czym obecnos¢ niektorych z nich jak przykta-
dowo sparteina, nie ujawniata si¢ w zadnej z analiz.
Niezaleznie od kombinacji, w nasionach kazdego
mieszanca obecna jest lupanina i jest to kluczowy
alkaloid w tubinie bialym. Jego $rednia zawarto$¢
rozni si¢ migdzy kombinacjami i tak w dwu pierw-
szych (B15 i1 B16 ) nasiona zawieraja $rednio 41,7%
1 39,0% lupaniny, ale juz genotypy z najbardziej
odmiennej kombinacji (B17) tylko 23,9 %, a domi-
nuje tu 13-hydroksymultifloryna (24,3%) obecna
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w nasionach w kombinacji B15 i B16 w niewiel-
kich ilosciach, odpowiednio: 4,8 i 4,7 %. Drugim
w kolejnosci wiodacym alkaloidem jest 13-hydrok-
sylupanina z warto$ciami: 16,6; 17,4 1 13,9%
w nasionach kombinacji B15, B16 1 B 17. Posrod
ocenianych mieszancéw po infekcji roslin w szklar-
ni przez grzyb Colletotrichum lupini, podobnie jak
w pokoleniu F, nie zidentyfikowano w F, form
0 pelnej odpornosci na antraknozg. Stwierdzono
natomiast szeroki zakres reakcji roslin na infek-
cje wyrazony zrdznicowanym stopniem porazenia
w odniesieniu do poszczegolnych mieszancow.
Formy o najmniejszym stopniu podatnosci (zwigk-
szonej tolerancji) na antraknoze w zakresie 3-4
w 9-cio stopniowej skali (9 — calkowite porazenie)
moga zosta¢ wykorzystane na dalszych etapach
prac zadania badawczego, zwlaszcza w kontekscie
znacznej wrazliwosci roslin wzorcowej odmiany
Butan na poziomie 8 w wyzej wspomnianej skali.
W odniesieniu do drugiej pary cech, zasto-
sowane kombinacje krzyzowan obiektow kolek-
cyjnych o podwyzszonej zawartosci thuszczu
i wczesniejszym dojrzewaniu z wybranymi
odmianami uprawnymi pozwolily na uzyskanie
mieszancow pokolenia F, o poszerzonym zakre-
sie zmiennos$ci ocenianych cech w stosunku do ich
form rodzicielskich, a wybrane, najbardziej warto-
Sciowe mieszance (przy ograniczeniu si¢ z pigciu
do trzech najlepszych kombinacji) stanowily
material wyjsciowy do uzyskania segregujacego
pokolenia F,. Pod wzgledem efektywnosci uzyski-
wania najwczesniejszych mieszancow, podobnie jak
w roku ubiegtym (pokolenie F,), najlepszg okazata
si¢ kombinacja B1 (Damascus x Boros), z ktorej
wyselekcjonowano mieszance F, o najwczesniej-
szym dojrzewaniu w poréwnaniu z mieszanca-
mi z pozostatych dwoch kombinacji i formami
rodzicielskimi. Nie mniej warto§ciowymi okaza-
ly si¢ takze dwie dalsze kombinacje: B2 (Dama-
scus x Pikador) i B6 (MJS208-1 x Wat). Wskazuje
to na znaczenie odpowiedniego doboru komponen-
tow rodzicielskich do krzyzowan i wysoka zdolnos¢
kombinacyjng wspomnianych krzyzowek z ukie-
runkowaniem segregacji w kierunku pojawiania
si¢ form o najwczesniejszym dojrzewaniu. Identy-
fikacja plennych mieszancéw z towarzyszaca im
wczesno$cig dojrzewania, przy znacznej tolerancji
na antraknoze, jest istotnym elementem wzrostu
atrakcyjnosci udziatu tubinu bialego w krajowym
rolnictwie. Na podstawie tegorocznych wynikow
zidentyfikowano mieszance o najwczesniejszym
dojrzewaniu w powigzaniu z ich terminem kwit-
nienia i potencjalem plonowania. Na szczegolna
uwage zastuguja mieszance wczesne z kombinacji
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B1 (Damascus x Boros), a zwlaszcza mieszaniec
155/6.

Na podstawie wczesniej wykonanych analiz
chemicznych, potwierdzono trafnos¢ wyboru
do badafi w roku 2017 (F,) kombinacji krzyzow-
kowej AL. 22 x Kalina. Pozwolito to uzyskac¢
W potomstwie mieszancowym szeroki zakres
zmienno$ci cechy zawartosci tluszczu i skladu
kwasow thuszczowych, a w efekcie finalnym ziden-
tyfikowaé mieszance wysokotluszczowe o korzyst-
nym z zywieniowego punktu widzenia profilu
kwasow ttuszczowych. Wysoka wartos¢ kombina-
cyjng tej krzyzowki potwierdzono w pokoleniu F,
i tegorocznym F.. W pokoleniu F, przy zblizonych
warto$ciach dla form rodzicielskich na poziomie
ponad 12 %, odnotowano istotny postep wyrazony
wyraznie wyzszym poziomem zakresu zmiennosci
dla ocenianych mieszancow (od 11,9 do 17 %),
co znalazlo odzwierciedlenie w wyzszej wartosci
sredniej przekraczajacej 14 % (14,05 %), przy czym
liczba mieszancéw o bardzo wysokiej zawarto$ci
thuszczu (powyzej 15 %) byta wyzsza niz w pokole-
niu F, i wynosifa 11 obiektow z rekordowg zawar-
toscig 17% u jednego z mieszancow. Ten korzystny
wynik, wyrazony utrzymywaniem si¢ wysokich
zawarto$ci thuszczu w  kolejnych pokoleniach,
wskazuje jak bardzo o efekcie finalnym decydu-
je wartos¢ kombinacyjna odpowiednio dobranych
do krzyzowan form rodzicielskich. W odniesieniu
do danych literaturowych, nasiona tubinu biatego

wyraznie przewyzszaja pod tym wzgledem nasio-
na zarowno tubinu zoéttego jak i1 waskolistnego.
Na podstawie ocenianych mieszancOw potwier-
dzono wystgpienie korzystnego stosunku kwasow
omega—3 do omega—6, (obserwowano to takze
we wszystkich wezesniejszych pokoleniach), to jest
kwasu linolenowego do linolowego na poziomie
1:2. Wedlug danych literaturowych ten stosunek
obydwu nienasyconych kwaséw (obserwowany
takze w F,) uwazany jest za prawie idealny w diecie
ludzi jak zywieniu zwierzat. Dla lacznej inkorpora-
cji cechy wezesnosci 1 wysokiej zawartosci thuszezu
w jeden genotyp (W aspekcie piramidyzacji genow)
wykonano krzyzowania obejmujgce najwartosciow-
sze mieszance pod wzglgdem obydwu cech. W roku
biezagcym uzyskano rosliny pokolenia F..

Podsumowanie

Zastosowane krzyzowania zblizajace w zrozni-
cowanych uktadach kombinacyjnych (wraz z zawe-
zaniem liczby kombinacji do najwarto$ciowszych
w kolejnych pokoleniach) umozliwity uzyskanie
widocznego postepu w stosunku do lat ubieglych,
wyrazajgcego si¢ uzyskaniem mieszancow F
o0 nizszej zawartosci alkaloidow i wigkszej toleran-
cji na antraknoze¢ niz odmiana Butan, mieszancow
pokolenia F, wczesniejszych niz ich formy rodzi-
cielskie oraz o wyzszej zawarto$ci thuszczu (do 17
%) 1 zbalansowanym profilu kwaséw ttuszczowych
(stosunek kwasu omega 3 do omega 6).
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Identification and mode of inheritance of genes underlying fungal disease resistance
and low alkaloid content in lupins improvement, with particular attention to yellow

lupin
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr HOR.hn.802.2.2019, Zadanie nr 41.

Stowa kluczowe: tubin, alkaloidy, Fusarium, antraknoza

Cel

1. Testowanie genéw kandydatow, w celu wyty-
powania gendw zaangazowanych w odpor-
no$¢ na wiedniecie fuzaryjne.

2. Pofaczenie niskiej zawartosci alkalo-
idow z odpornoscig na patogeny grzybo-
we (Colletotrichum lupini 1 Fusarium sp.)
w zréznicowanym podtozu genotypowym
o duzej wartos$ci uzytkowe;j

Opis wynikoéw
Ad 1.

W ramach tegorocznych badan na podstawie
analizy ekspresji r6znicowej, adnotacji funkcjo-
nalnej genoéw oraz dostepnej literatury wybra-
no 6 genow kandydackich, ktorych ekspresje
analizowano z zastosowaniem metody qPCR.
Wybrano geny zwigzane z metabolizmem $ciany
komorkowe;j, a takze geny uczestniczace w synte-
zie i akumulacji alkaloidow. Sciana komérkowa
zapewnia fizyczng barier¢ zabezpieczajacg przed
infekcja patogenow, ale takze uczestniczy w rozpo-
znaniu patogendéw prowadzacym do aktywacji
procesoOw odpornosciowych. Alkaloidy tubino-
we petnig natomiast funkcje ochrony chemicznej
przeciw patogenom (wirusowym, bakteryjnym
i grzybowym) i szkodnikom. W przypadku genéw
zwigzanych z metabolizmem $ciany komorkowej

wykazano, ze po porazeniu fuzarioza nastgpu-
je znaczny spadek ekspresji u linii podatnych,
natomiast u linii odpornych ekspresja zmienia si¢
nieznacznie (niewielki wzrost ekspresji). Anali-
za ekspresji wybranych gendéw szlaku syntezy
alkaloidow w badanym materiale tubinu zoétte-
go wykazata, ze u linii podatnych obserwowany
jest znaczny spadek ekspresji, natomiast u linii
odpornych ekspresja ulega zmianie w bardzo
niewielkim stopniu (niewielki spadek ekspresji).
Porownujac natomiast poziom ekspresji u linii
odpornych (wzgledem linii podatnych) obserwo-
wany w warunkach kontrolnych oraz po poraze-
niu, w przypadku wszystkich genow badanych
zaobserwowano znacznie wyzszg ekspresje
po porazeniu. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze wybrane geny kandydackie mogg przyczyniaé¢
si¢ do zwigkszonej przezywalnosci roslin w czasie
porazenia Fusarium spp. Prezentowane wyni-
ki moga stanowi¢ punkt wyjsciowy do dalszego
zrozumienia interakcji patogen grzybowy - §ciana
komorkowa rosliny, a takze korzystnej roli alka-
loidéw w czasie procesu infekcji Fusarium spp.

Ad 2.

— Uzyskano 9 nowych kombinacji mieszan-
cowych tubinu waskolistnego 1 zottego,
laczacych genotypy odmian uprawnych

Komunikat

Short communication
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ze zrodtami odpornosci przeciwko wiednig-
ciu fuzaryjnemu i antraknozie: W-658 (W-350
x Samba), W-660 (W-411 x Samba), W-662
(W-411 x Wars), W-705 (W-417 x Rumba),
7-811 (Z-563 x Perkoz), Z-812 (Z-563 xBursz-
tyn), Z-824 (Z687 x Bursztyn), Z-825 (Z-687 x
Perkoz), Z-753 (Z-525 x Baryt).
Przetestowano 20 obiektow tubinu waskolist-
nego (tab. 1) oraz 40 obiektow tubinu zottego
(tab. 1) pod wzgledem odpornos$ci na Fusarium
sp.. Presja selekcyjna byta bardzo silna i pomi-
mo tego najlepsze obiekty w obu gatunkach
byly porazone stabiej od wzorcow odpornosci.
Oznacza to, ze s3 cennym materialem i moga
by¢ zrédlem genetycznej odpornosci dla form
uprawnych. Sa to W-470, Z-626, Z-666, Z-622,
Z-654, Z-625 (tab. 1).

Przetestowano 40 obiektow tubinu zolte-
go pod wzgledem odpornosci na antraknoze
w warunkach polowych. Porazenie rozwineto
sie w typowym terminie — w stadium kwitnie-
nia — i bylo skupione na todygach bocznych
i strgkach, i mialo ogolnie $redni poziom.
Duza cze$¢ roslin zostala wyeliminowana
przez wiedniecie fuzaryjne. Stan obiektow
wzorcowych potwierdzit prawidlowy prze-
biegu testu. Wyniki obserwacji umozliwi-
ty wykonanie selekcji i wskazanie obiektow
mogacych posiada¢ odporno$¢ genetyczng:
Z-773, Z-760, Z-746 (tab. 2). Ze wzgledu
na dos¢ wcezesne pokolenie (F3) przetestowa-
nych kombinacji mieszancowych, wskazane
jest potwierdzenie wynikow w dodatkowych
testach.

Przetestowano 40 obiektow tubinu zéttego pod
wzgledem odporno$ci na antraknoze w warun-
kach szklarniowych. Ocena porazenia ujawnita
szeroki zakres zmienno$¢ poziomu odporno-
sci od 3,79 do 8,71 stopnia, w skali 0-9 (tab.
2). Poréwnanie z wynikami testu polowego
uwidacznia, ze presja selekcyjna w warun-
kach polowych byta stabsza i niektore obiekty
stosunkowo stabo porazone w polu w warun-
kach kontrolowanych ulegaja wyraznie silniej-
szemu porazeniu (szczegodlnie Z-760). Wysoka
pozycja wzorca odporno$ci potwierdza prawi-
dlowy przebieg testu, a obecnos¢ grupy obiek-
tow lepszych od niego dowodzi skutecznos$ci
procedury badawczej. Pig¢ badanych obiektow
(Z-731, Z-723, Z-686E, Z-736, Z-744) wyka-
zato si¢ S$rednim porazeniem, statystycznie

istotnym, stabszym od wzorca Mister. Obiek-
ty te sg potencjalnym zrédtem odpornosci dla
hodowli odpornosciowej (tab. 2).

Wnhioski z prowadzonych badan

— Zaobserwowany poziom ekspresji genéw bada-

nych moze przemawiac za ich zaangazowaniem
w odpowiedz ro§liny na porazenie Fusarium
spp., poprzez wptyw na zdolno$¢ linii do ogra-
niczenia wzrostu i rozwoju patogena. Zaan-
gazowanie genow uczestniczacych w réznych
mechanizmach odpornosciowych moze wska-
zywac, ze odpornos¢ na wiednigcie fuzaryjne
u tubinu zoéltego warunkowana jest wielogeno-
)

Genotypy o bardzo wysokiej odpornosci
na wigdnigcie fuzaryjne sa nieliczne w tubinie
waskolistnym, jednak test na polu fuzarialnym
pozwala na ich wyodrebnienie sposrod bada-
nych materialow. W roku 2019 znaleziono 8
genotypéw o wysokim poziomie odpornosci,
w tym jeden o szczegdlnie wysokim, wzor-
cowym poziomie odpornos$ci — z pewnoscia
mogacy by¢ zrodtem tej odpornosci.

W lubinie zottym przecigtny poziom odpor-
nosci przeciwko wiednieciu fuzaryjnemu jest
dos¢ wysoki, w poréwnaniu z tubinem wasko-
listnym. Liczba obiektow posiadajacych geny
odpornosci jest rowniez wigksza, co utrudnia
wyodrebnienie najlepszych genotypdw, jednak
nadal jest mozliwe ulepszanie tej odporno-
$ci. W sezonie wegetacyjnym 2019 udato si¢
znalez¢ 5 obiektow przewyzszajacych wzorzec
odpornosci, ktore mogg by¢ zrodtem genetycz-
nej odpornos$ci na najwyzszym poziomie.
Znalezienie genetycznej odpornosci na antrak-
noze jest trudne i wymaga zbadania materia-
tow w réznych warunkach i stadiach wegetacji.
Kompleksowa ocena za pomoca testow polo-
wych i szklarniowych pozwolita w roku 2019
wskaza¢ przynajmniej 5 obiektow o wysokiej
odpornosci. Jeden z tych obiektéw mozna uznaé
za potencjalne zrédto genetycznej odpornosci
przeciwko antraknozie ze wzgledu na bardzo
dobry wynik w obu typach przeprowadzanych
doswiadczen.

Uzyskanie stabilnych genotypdw, taczacych
odporno$¢ na Fusarium sp., Colletotrichum
lupini i niska zawarto$¢ alkaloidow, wymaga
dalszych testow i selekcji potomstwa wybra-
nych kombinacji mieszancowych.
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Tabela 1
Przezycie roslin tubinu waskolistnego i Z6ltego na polu fuzarialnym (2019)
Srednio przezycie Srednio przezycie
Gatunek Nazwa obiektu w stadium dojrzewania Gatunek Nazwa obiektu w stadium dojrzewania

[%] [%]
L. angustifolius W-470 98,9 L. luteus 7-620 85,71
L. angustifolius *Kalif 96,8 L. luteus Z-660 83,33
L. angustifolius W-476 95,4 L. luteus Z-637E 83,33
L. angustifolius W-494 94,9 L. luteus Z-652 82,86
L. angustifolius W-459 93,7 L. luteus Z-653 82,64
L. angustifolius W-472 93,1 L. luteus Z-662 81,94
L. angustifolius W-474 92,3 L. luteus Z-643 81,25
L. angustifolius W-493 90,4 L. luteus Z-634 80,36
L. angustifolius W-483 88,9 L. luteus Z-650 79,44
L. angustifolius W-475 78,4 L. luteus Z-641 78,57
L. angustifolius W-491 74,5 L. luteus Z-648 77,78
L. angustifolius W-484 74,1 L. luteus Z-658 73,89
L. angustifolius W-478 68,1 L. luteus 7-631 73,75
L. angustifolius W-479 65,1 L. luteus *Parys 72,22
L. angustifolius W-477 59,1 L. luteus Z-633 72,22
L. angustifolius W-480 45,5 L. luteus 7-635 70,83
L. angustifolius W-489 42,1 L. luteus Z-657 70,14
L. angustifolius W-473 38,5 L. luteus Z-651 66,67
L. angustifolius W-490 342 L. luteus Z-646 64,58
L. angustifolius W-487 33,0 L. luteus Z-642 63,49
L. angustifolius W-488 22,0 L. luteus Z-661 62,22
L. angustifolius *Sonet 0,0 L. luteus Z-628 60,71
L. luteus 7-626 100,00 L. luteus 7-655 60,32
L. luteus 7-666 95,00 L. luteus Z-627 57,14
L. luteus 7-622 93,75 L. luteus 7-644 55,56
L. luteus 7-654 92,86 L. luteus Z-649E 54,46
L. luteus 7-625 92,86 L. luteus 7-640 52,78
L. luteus *Lord 92,86 L. luteus 7-623 52,08
L. luteus Z-665 88,89 L. luteus 7-636 45,83
L. luteus Z-659 88,19 L. luteus 7-664 45,14
L. luteus 7-645 87,50 L. luteus 7-647 30,56
L. luteus 7-629 85,71 L. luteus 7-638 30,56
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Tabela 2

Porazenie antraknoza siewek tubinu zéltego w doswiadczeniu szklarniowym (2019) i zestawienie z rankingiem polowym

Lp. | obiekt pil;z(;relrie Grupy jednorodne statystycznie ;a;:;lf
1 Z-731 3,793 31
2 Z-723 4,433 12
3 Z-686E 4,969 21
4 Teo 5,115 42,43
5 Z-736 5,767 40
6 Z-744 6,194 P 25
7 Z-725 6,433 O P 20
8 Z-738 6,433 O P 32
9 Z-724 6,536 N O P 16
10 Z-729 6,786 M N O 44
11 Mister 6,849 M N O 6,17
12 Z-721 6,893 L M N O 23
13 Z-773 6,964 L M N O 1
14 Z-771 7,033 K L M N 19
15 Z-711 7,069 K L M N 29
16 Z-750 7,103 K L M N 36
17 Z-753 7,138 J K L M 7
18 Z-732 7,393 1 J K L 41
19 Z-715 7,412 1 J K L 4
20 Z-728 7,571 H 1 J K 34
21 Z-772 7,690 G H 1 J 15
22 Z-727 7,714 F G H 1 35
23 Z-746 7,867 E F G H I 3
24 Z-743 7,903 E F G H I 30
25 Z-722 7,964 D E F G H I 27
26 Z-717 7,966 D E F G H 9
27 Z-767 7,967 D E F G H 26
28 Z-768 8,033 C D E F G H 18
29 Z-730 8,036 B C D E F G H 28
30 Z-713 8,148 A B C D E F G H 5
31 Z-754 8,200 A B C D E F G 8
32 Z-741 8,259 A B C D E F G 39
33 Z-747 8,267 A B C D E F 38
34 Z-764 8,276 A B C D E F 11
35 Z-760 8,300 A B C D E 2
36 Z-766 8,345 A B C D E 37
37 Z-761 8,467 A B C D 14
38 Z-737 8,483 A B C D 24
39 Z-755 8,533 A B C 22
40 Z-758 8,600 A B 33
41 Z-748 8,690 A 13
42 Z-749 8,714 A 10
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr decyzji HOR. hn.802.5.2019,

Zadanie nr 107.

Stowa kluczowe: AFCVd, ArMV, CBCVd, chmiel, HpLV, HpSVd, wirusy

W roku 2019 podjeto badania dotyczace
wystepowania wirusow i wiroidow na planta-
cjach produkcyjnych chmielu w Polsce. Celem
badan byto opracowanie narzedzi diagnostycz-
nych pozwalajacych na jednoczesne wykrywanie
trzech wiroidow: wiroida kartowato$ci chmie-
lu (HSVd), wiroida wyboistosci jablek (Apple
fruit crinkle viroid, AFCVd), wiroida pekania
kory cytrusowych (Citrus bark cracking viroid,
CBCVd), narzedzi do jednoczesnego wykrywa-
nia dwoch wirusow chmielu: wirusa utajone-
go chmielu (HpLV), wirusa mozaiki gesiowki
(Arabis mosaic virus, ArMV), ocena wystepo-
wania na plantacjach produkcyjnych chmielu
w Polsce tych patogenéw oraz uzyskanie biblio-
tek do sekwencjonowania NGS, w celu okreslenia
wiromu chmielu. W wyniku prowadzonych badan
opracowano i zoptymalizowano warunki reakcji
multiplex PCR dla jednoczesnego wykrywania
wiroidow (HSVd, CBCVd, AFCVd) z kontrolg
wewnetrzng RNA roslinnego oraz jednoczesnego
wykrywania wiruséw (HpLV, ArMV) z kontrola
wewngtrzng. Do detekceji wszystkich wiroidow:
HSVd, CBCVd, AFCVd wykorzystano startery,
ktore amplifikowaly pelne genomy patogenow
(Sano i in., 2001, Bernad i Duran-Vila, 2006,
Sano i in., 2008). W efekcie uzyskano ampli-
kony o dlugosciach odpowiednio: 303 pz, 284
pz i 382 pz. Do detekcji HpLV wykorzystano
startery, ktore amplifikowaly 5’-koniec genomu

tego wirusa (1116 pz) (Ziegler i in. 2014), za$
do wykrywania ArMV amplifikowano wyso-
ce konserwatywny region kodujacy biatko
ptaszcza (CP) przy uzyciu starterow ArMV-F
i ArMV-R (Kominek et al. 2003). W efekcie
uzyskiwano amplikony o dtugosci 213 pz. Kolej-
nym etapem badan bylo gromadzenie probek
chmielu z plantacji produkcyjnych zlokalizowa-
nych we wszystkich rejonach uprawy chmielu
w Polsce: lubelskim, wielkopolskim, dolnosla-
skim. Probki pobierano zaréwno z odmian typu
goryczkowego jak i aromatycznego. Dodatkowo
gromadzono probki z kolekcji odmian chmielu
utrzymywanej w IUNG-PIB w Putawach. Probki
gromadzono 3-krotnie w trakcie sezonu wegeta-
cyjnego, co wynikato z faktu, iz niektore patoge-
ny sg mozliwe do wykrycia tylko w okre§lonych
stadiach rozwojowych ro$liny (Tsai i in., 2012;
Wetzel i in., 2002; Ziegler i in., 2014). Pierw-
szy termin obejmowal okres naprowadzania
roslin chmielu na przewodniki, kolejny obejmo-
wat faze kwitnienia, a ostatni faz¢ dojrzatosci.
Ogoétem w roku 2019 zgromadzono 904 prébki
chmielu. Na podstawie przeprowadzonych badan
stwierdzono wystgpowanie na terenie Polski
przypadkéw porazenia roslin chmielu wylacznie
przez utajony wirus chmielu (Hop latent virus,
HpLV). Wystepowanie wirusa HpLV stwierdzo-
no w lubelskim i dolnoslagskim rejonie uprawy
chmielu w Polsce. HpLV wykryto w probkach

Komunikat

Short communication


mailto:mprzybys@iung.pulawy.pl
http://doi.org/10.37317/biul-2020-PB63

BIULETYN IHAR Nr 291 (1) / 2020

Marcin Przybys, Urszula Skomra, Grazyna Korbecka-Glinka

gromadzonych w drugim i trzecim terminie. Hop
latent virus (HpLV) nalezy do rodzaju Carlavi-
rus. Jego wystgpowanie stwierdzono wczesniej
we Francji (Eppler, 1989), Nowej Zelandii (Hay iin.,
1992), Australii (Pethybridge, 2000), Chinach (Yu
i Liu, 1987), Poludniowej Afryce (Von Weschmar
i1in., 1989) i Japonii (Kanno i in., 1993). Zakaze-
nie chmielu tym wirusem jest niebezpieczne ponie-
waz nie wywoluje zadnych widocznych objawow
przez co moze rozprzestrzenia¢ si¢ na plantacji
w sposob niekontrolowany (Ziegler, i in. 2014).
HpLV nie ma innych poza chmielem naturalnych
gospodarzy. W roku 2019 r. w zadnej z badanych
probek nie stwierdzono obecnosci wirusa mozaiki
gesiowki (Arabis mosaic virus, ArMV), wiroida
kartowatosci chmielu (Hop stunt viroid, HSVd),
wiroida wyboistosci jabtek (Apple fruit crinkle
viroid, AFCVd) oraz wiroida pgkania kory cytru-
sowych (Citrus bark cracking viroid, CBCVd).
Nalezy podkresli¢, ze uzyskane w 2019 r. wyni-
ki wskazuja, ze najwigkszym zagrozeniem upraw
chmielu w Polsce jest HpLV. Pomimo niestwier-
dzenia obecnosci HSVd, CBCVd, AFCVd i ArtMV
nie mozna wykluczy¢, ze ten problem nie istnie-
je szczegodlnie, ze zakazenia tymi patogenami
sg znane w Europie (Pethybridge, 2008, Radisek,
2012). Poniewaz genetyczne zrodta odpornosci
na HpLV nie sg znane, dlatego wazne jest utrzy-
mywanie wysokiej zdrowotnosci plantacji poprzez
stosowanie wysokiej jakosci materiatu sadzon-
kowego 1 przestrzeganie zalecen fitosanitarnych,
co bedzie zabezpieczato plantacje przed zakaze-
niem. W celu badania wiromu chmielu w 2019 r.
przygotowano 5 bibliotek do sekwencjonowania
NGS. Metody sekwencjonowania nastepnej gene-
racji (NGS) oparte na masowym, rownoleglym
sekwencjonowaniu czasteczek RNA/DNA otwie-
raja nowe mozliwosci wykrywania patogenow
roslinnych. Najwigksza zaletg tych metod jest brak
koniecznosci zaktadania a priori jaki wirus bedzie
wykrywany w czasie analiz. Sekwencjonowanie
catkowitego RNA z rosliny zakazonej pozwa-
la na identyfikacje RNA wszystkich patogenow
w toku analizy bioinformatycznej.

Whioski

— opracowane protokoty wykrywania poszcze-
golnych wirusé6w 1 wiroidow umozliwiajg
jednoczesng detekcje wszystkich badanych
wiroidéw lub wiruséw z jednoczesng kontro-
la przebiegu procesu odwrotnej transkrypcji
i multiplex PCR

— na plantacjach chmielu w Polsce w roku 2018
nie stwierdzono wystepowania ArMV, HSVd,
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AFCVdiCBCVd

— wystgpowanie HpLV na plantacjach produk-
cyjnych stwierdzono wlubelskim i dolnosla-
skim rejonie uprawy chmielu w Polsce
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr decyzji HOR.hn.802.3.2019,
Zadanie nr 36.

Stowa kluczowe: ekotypy, rekultywacja, trawy wieloletnie

Obecnie duza uwage przywiazuje si¢
do funkcji nieprodukcyjnych traw wieloletnich,
ktore $cisle wiaza si¢ z zagospodarowaniem
terenow ekologicznych, porolnych, zdegrado-
wanych, parkéw, terendw rekreacyjnych i zurba-
nizowanych. Na terenach odlogowanych szybko
pojawiajg si¢ chwasty, glownie dwuli$cienne,
a nastegpnie ulegaja one zakrzaczeniu. Charaktery-
styka zmiennos$ci genetycznej w obrebie r6znych
kolekcji ekotypdéw zebranych na terenie Polski dla
waznych cech gospodarczych, prowadzona jest
od wielu lat i wyniki tych badan zostaty opisane
w pracach takich jak: Czembor i wsp. (2001 a, b,
2002 a, b), Czembor (2003, 2004).

Celem prac realizowanych w roku 2019 byla
charakterystyka ekotypow nalezacych do 7 gatun-
kéw traw wieloletnich w uzytkowaniu ko$nym
i nasiennym. Byl to pierwszy roku pelnego uzyt-
kowania w siewie gestym — poletkowym i rzedo-
wym. tacznie badano 36 ekotypoéw nalezacych
do gatunkow: $miatek darniowy (Deschampsia
cespitosa), kostrzewa trzcinowa (Festuca arun-
dinacea), kostrzewa takowa (Festuca pratensis),
kostrzewa czerwona (Festuca rubra), zycica trwa-
ta (Lolium perenne), tymotka tagkowa (Phleum
pratense), wiechlina lagkowa (Poa pratensis).
Zostaty one wytypowane zkolekcji i1l (ponad 250
obiektow) na podstawie wynikéw doswiadczen
prowadzonych w warunkach polowych na prze-
strzeni trzech lat (Kolekcja I 2014 — 2012016
i Kolekcja II 2015 - 2017) oraz dos$wiadczen

prowadzonych w warunkach szklarniowych.
Wyniki doswiadczen wykazaty, ze sa to formy
charakteryzujace si¢ podwyzszong odporno$cia
na stresy biotyczne i abiotyczne oraz innymi
korzystnymi cechami §wiadczacymi o ich wyso-
kiej wartosci uzytkowej. Charakterystyka w uzyt-
kowaniu ko$nym prowadzona byta w Radzikowie,
natomiast w uzytkowaniu nasiennym w Bydgosz-
czy 1 dodatkowej, drugiej lokalizacji (Polanowice,
Nieznanice, Szelejewo). W waloryzacji uwzgled-
niono odpornos¢ na stresy biotyczne i abiotycz-
ne, wazne gospodarczo cechy morfologiczne
i fenologiczne (sktadowe plonu) oraz potencjat
plonowania (zielonej i1 suchej masy lub nasion,
w zalezno$ci od typu uzytkowania).

Stopien odporno$ci roslin na stresy biotycz-
ne i abiotyczne (takie jak oceny przezimowania,
wigoru wiosng i jesienig i stopien odpornosci
na choroby) istotnie réznicowaty badany materiat
w obu typach uzytkowania. Odporno$¢ na stresy
oceniano w skali 1-9, w ktoérej 1 oznacz, ze rosli-
na jest martwa.

W uzytkowaniu ko$nym stan ro$lin po zimie
i stan roslin w okresie wiosennym zycicy trwalej
i tymotki tgkowej zostal oceniony najwyzej nato-
miast kostrzewy czerwonej i wiechliny tgkowej
najnizej (rys. 1). Gatunkiem najbardziej podatnym
na rdze byly wiechlina takowa. Zakres zmienno-
sci w okresie letnim i jesiennym w obrgbie tego
gatunku byt duzy i pozwalat wyodrgbni¢ geno-
typy $rednio odporne (latem $rednie porazenie
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4,7, zakres 3,0-7,0; jesienig $rednie porazenie 4,2
zakres 2,7-5,3). Gatunkiem najbardziej odpornym
na rdze¢ byla kostrzewa czerwona, latem oceniona
srednio na 7,9 (zakres 7,3-8,3). Stopien odporno-
$ci na rdze (powodowane przez grzyby z rodzaju
Puccinia spp.) w okresie letnim korespondowat
oceny stanu roslin przed zima. Objawy choroby
plamistosci lisci stwierdzono latem na gatunkach
kostrzewy lakowej (Srednio, stopien odpornosci
oceniono na 5,3) i tymotki takowej (§rednio, stopien
odpornosci oceniono na 5,0), przy malym zréznico-
waniu wewnatrz tych gatunkow. Zakres zmiennosci
dla potencjatu plonowania w uzytkowaniu kosnym
byt wysoki. Wiosng, najwickszy plon zielonej masy
uzyskano dla zycicy trwatej (Srednio 11,10 kg/m?,
zakres 4,60-21,50 kg/m?), tymotki takowej ($rednio
11,50 kg/m?, zakres 10,00-13,10 kg/m?) i kostrze-
wy takowej ($rednio 11,4 kg/m2, zakres §8,80-13,80
kg/m?). Udzial suchej masy w zielonej masie byt
najwyzszy dla wiechliny lgkowej, $rednio 25,6%
(23,5-28,2%)).

W uzytkowaniu nasiennym, w Bydgoszczy
ogolne porazenie grzybami z rodzaju Puccinia spp.
(sprawca rdzy) byto niskie i nie roznicowato obiek-
tow. W okresie jesiennym na wszystkich gatunkach
obserwowano objawy plamistosci liSci, a badane
materiaty réznily si¢ pod wzgledem odpornosci
na tg chorobe. Najbardziej podatna byla wiechlina
lakowa jesienia (w okresie letnim stopien odpor-
nosci gatunku bylo ocenione na poziomie 5,4, przy
duzym zakresie zmiennos$ci od 4,3 do 7,7; natomiast
w okresie jesiennym $rednia ocen stopnia odporno-
$ci 3,4 przy zakresie zmiennosci 2,3-6,0). Porazenie
innych gatunkow byto niskie (§rednio powyzej 7,7).

W pozostatych lokalizacjach, w ktérych prowa-
dzono dos$wiadczenia w uzytkowaniu nasiennym,
podatnos¢ na rdze wykazaty zycica trwata (Radzi-
koéw: latem stopien odpornosci oceniono $rednio
na 6,1 natomiast jesienig $srednio na 6,0), $miatek
darniowy (Radzikéw: latem stopien odporno$ci
oceniono $rednio na 5,3 natomiast jesienig sSred-
nio na 3,0), wiechlina tgkowa (Polanowice latem
stopien odpornos$ci oceniono $rednio na 6,3 a jesie-
nig na 6,6) i tymotka tgkowa (Szelejewo - wiosna
stopien odpornosci oceniono $rednio na 5,5 a jesie-
nig na 7,2). Gatunkami o wysokiej odpornosci
na rdze okazaly si¢ kostrzewa trzcinowa i kostrzewa
lakowa. Na kostrzewie takowej obserwowano sred-
nie i niskie nasilenie plamisto$ci lisci - w Polanowi-
cach latem zostata oceniona $rednio na 7,3 (zakres
ocen 6,7-8,3), jesienig $rednio na 6,9 (zakres ocen
6,3-7,3). Na pozostatych gatunkach uzytkowania
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nasiennego w Il lokalizacji nasilenie choroby
plamistosci lisci byto niskie lub go nie stwierdzono.
Ocena stopnia odpornos$ci na rdze korespondowata
do stanu roslin przed zima.

Stwierdzono duze réznice (pomigdzy gatunka-
mi 1 w obrebie gatunkow) dla sktadowych plonu
w uzytkowaniu nasiennym (rys. 2). Najwigcej
nasion uzyskano dla tymotki lgkowej ($rednio
817,1 szt., przy zakresie 434-1282 szt.). Masa tysia-
ca ziaren byla najwyzsza dla kostrzewy trzcinowej
(Srednio 2,94 g) a najnizsza — wiechliny tagkowej
($rednio 0,31kg). W obrebie wszystkich gatunkow
duze roznice stwierdzono réwniez dla dhugosci
kwiatostanu (kostrzewa trzcinowa: 9,7-19,7 cm;
zycica trwata: 18,3-27,4 cm.

W uzytkowaniu nasiennym wspotzaleznosci
pomiedzy wczesnoscig a wysoko$cig roslin, szero-
koscig liscia flagowego, liczbg nasion z rosliny i ich
waga byly dodatnie i statystycznie istotne. Rosliny
wysokie, o dlugim i waskim kwiatostanie charakte-
ryzowaly si¢ wyzsza MTZ. Wczesnos¢ 1 szerokos¢
liscia flagowego dodatnio korespondowata do licz-
by i wagi nasion pozyskanych z ro$liny, natomiast
wspotzaleznos$¢ pomiedzy liczba nasion a dlugoscia
kwiatostanu byta ujemna.
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arundinacea

Identification of genes associated with winter-hardiness and drought tolerance in the
introgression forms of Lolium multiflorum/Festuca arundinacea
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji

roslinnej na podstawie decyzji HOR.hn.802.2.2019, Zadanie nr 35.

Stowa Kkluczowe: fizjologiczne i molekularne markery odpornosci na stresy $rodowiskowe, mrozoodpornosc,
odpornos¢ na choroby, odpornos$¢ na susze, trawy, zimotrwatos¢

W ramach zadania badawczego prowadzone
sg prace zmierzajace do: (i) selekcji form intro-
gresywnych Lolium multiflorum (zycica wielo-
kwiatowa)/Festuca  arundinacea  (Kostrzewa
trzcinowa), ktore wykazuja stosunkowo wysoki
poziom tolerancji sekwencji stresow srodowisko-
wych, w uktadzie susza/zima oraz (if) wyznacze-
nia fizjologicznych i molekularnych wskaznikow
tolerancji analizowanych stresow abiotycznych.

Podstawowe cele badan w roku 2019 obejmowaty:

— oceng stopnia przezimowania form introgre-
sywnych BC, L. multiflorum/F. arundinacea
(przeprowadzenie testu na zimotrwatos$¢),

— analize fizjologicznych parametrow zwigza-
nych z tolerancja suszy (relatywna zawartos$¢
wody, zawarto$¢ wody, wyciek elektrolitow,
fluorescencja chlorofilu) u wyselekcjonowa-
nych form introgresywnych BC, w symulo-
wanych warunkach szklarniowych,

— analize fizjologicznych parametrow zwiag-
zanych z tolerancjg niskiej temperatury,
w tym mrozu (wyciek elektrolitow) u wyse-
lekcjonowanych form introgresywnych BC,
w symulowanych warunkach fitotronowych
(pomieszczenie do hartowania roslin),

— przygotowanie do analizy ekspresji genow
Wecor80 1 cori4b w warunkach hartowa-
nia na mroz (izolacja RNA i odwrotna tran-
skrypcja) u wyselekcjonowanych form

introgresywnych BC,.

Testy zimotrwatoséci prowadzono w 1 lokaliza-
cji —w Szelejewie (DANKO Hodowla Roslin) dla
792 obiektow roslinnych znastepujacych populacji
BC,: 185/4,185/6, 185/10 1 185/12 oraz dla popu-
lacji L. multiflorum odm. Atos. W pracach fizjolo-
giczno-molekularnych wykorzystano dwie formy
introgresywne z populacji BC-185/4: 185/4/28
— o stosunkowo najwyzszym poziomie toleran-
cji stresow Srodowiskowych (w uktadzie susza/
zima) oraz 185/4/49 — o stosunkowo najnizszym
poziomie tolerancji stresow S$rodowiskowych.

Oceny zimotrwalosci dokonano na podsta-
wie: (i) oszacowania suchej i mokrej masy roslin,
ktore przezimowaty oraz (ii) potencjalu odrostu
roslin, ktore przezimowaty. Analiza fizjologicz-
nych markerow tolerancji suszy prowadzona byla
w symulowanych warunkach laboratoryjnych.
Rosliny poddano dziataniu krétkotrwatej suszy (11
dni) w doniczkach w warunkach szklarniowych.
W trakcie prowadzenia eksperymentu wykona-
no nastgpujace pomiary fizjologiczne: zawartos¢
wody (WC), relatywna zawarto$¢ wody (RWC),
wyciek elektrolitow (EL) oraz fluorescencja chlo-
rofilu, bazujac na materiale roslinnym w posta-
ci liSci. Parametry fizjologiczne analizowano
w warunkach kontrolnych i 11 dniu suszy oraz
w 10 dni po rozpoczeciu nawadniania (Kosmala
i in. 2012). Analiza fizjologicznych markerow

Komunikat

Short communication
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tolerancji mrozu prowadzona byta w symulowanych
warunkach fitotronowych. Kazda forme¢ introgre-
sywng poddano pre-hartowaniu (7 dni), a nast¢pnie
hartowaniu (21 dni). Badanie uszkodzen bton
komoérkowych u dwoch  wyselekcjonowanych
form polegato na konduktometrycznym pomiarze
wycieku elektrolitow z uszkodzonych tkanek lisci
po mrozeniu, po réoznym czasie hartowania roslin
w niskiej temperaturze. Wyznaczono wartos¢ T, o
(temperatura powodujaca 50% wyciek elektroli-
tow) dla kazdego badanego momentu hartowania
(Kosmala 1 in. 2006, 2007 i 2009; Augustyniak
i in. 2018). Izolacje RNA i odwrotng transkrypcje
prowadzono przy wykorzystaniu komercyjnych
zestawOow odczynnikow (Pawtowicz i in. 2017).

Opis wynikow

Zaobserwowano duze rdéznice w potencjale
plonowania po zimie dla poszczegolnych popula-
cji form introgresywnych. Srednie populacyjne dla
wybranych parametrow plonowania w przypad-
ku trzech populacji (185/4, 185/6 i 185/10) byly
wyzsze, a w przypadku jednej populacji (185/12)
nizsze w odniesieniu do $rednich populacyjnych dla
form kontrolnych L. multiflorum. Wyselekcjonowa-
ne do prac fizjologiczno-molekularnych dwie formy
introgresywne, cechowaly si¢ zrdéznicowanym
stopniem odpornosci na sekwencje stresow §rodo-
wiskowych — forma 185/4/28 miata wysoki stopien
zimotrwato$ci 1 odporno$ci na suszg, natomiast
forma 185/4/49 — niski stopien zimotrwatosci
i odpornosci na suszg.

U obu wyselekcjonowanych form introgresyw-
nych zaobserwowano istotny spadek uwodnienia
tkanek liscia w warunkach suszy, na podstawie
oznaczonych  parametrow  zawartosci  wody
w komorkach. Forma introgresywna 185/4/49 wyka-
zata nizsze warto$ci WC 1 RWC w 11 dniu suszy,
w porownaniu do formy 185/4/28. Po powtornym
nawodnieniu, obie formy nie wykazywaty rdéznic
w analizowanych parametrach, natomiast zaob-
serwowano u nich istotny wzrost wartosci WC
i RWC, w odniesieniu do wartosci w 11 dniu suszy.
Badane formy introgresywne réznity si¢ rowniez
wiekszos$cig parametrow fluorescencji chlorofilu
w warunkach suszy, obrazujacych poziom aktyw-
nosci fotosystemu II. Parametry te osiggaly nizsze
warto$ci u formy introgresywnej 185/4/49.

Wyselekcjonowane  formy  introgresywne
charakteryzowaty si¢ stosunkowo niskim pozio-
mem mrozoodpornosci, ale forma 185/4/28 byta
bardziej mrozoodporna. Efektywno$¢ hartowania
na mréz byla niewielka w przypadku obu form
introgresywnych.
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Zebrano 90 prébek tkanki roslinnej (liScie)
w warunkach hartowania na mréz dla kazdej wyse-
lekcjonowanej formy introgresywnej. W dalszej
kolejnosci z kazdej z probek wyizolowano RNA.
Wszystkie probki mRNA poddano odwrotnej tran-
skrypcji. Uzyskane pule cDNA zostang wykorzy-
stane w reakcji RT-PCR w czasie rzeczywistym,
celem okreslenia ekspresji genow Cori4b i Wcor80
w warunkach niskiej temperatury na poziomie
transkryptu, w kolejnym roku trwania projektu.

Wnhioski z prowadzonych badan

mrozoodporno$¢ nie byta gléwnym czynnikiem
warunkujacym zimotrwato$¢ wyselekcjonowanych
form introgresywnych,

poziom wycieku elektrolitow jest dobrym
markerem fizjologicznym poziomu mrozoodporno-
$ci badanych form introgresywnych traw,

wartosci fizjologicznych wskaznikéw odporno-
scinasusze (WC, RWC, EL i wigkszo$¢ parametrow
fluorescencji chlorofilu) odzwierciedlaly poziom
tolerancji stresow Srodowiskowych badanych form
introgresywnych.
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Zadanie nr 38.

Stowa kluczowe: Lolium perenne, Poa pratensis, produktywno$¢ generatywna, wiechlina takowa, zmiennos¢, zycica

trwata

Badania, realizowane od roku 2015 maja
na celu okreslenie zréznicowania wewnatrz-
i migdzyobiektowego badanych form traw
wieloletnich (kostrzewy czerwonej, kostrzewy
trzcinowej, kostrzewy takowej, zycicy trwa-
tej oraz wiechliny tgkowej) w obrgbie zestawu
cech zwigzanych z plonowaniem generatywnym,
jak rowniez wybranych cech fizjologicznych
mierzonych w roznych fazach dojrzalosci jak
np. zawarto$¢ azotu w lisciach, okreslana posred-
nio za pomocg pomiaru zawartosci chlorofilu.
W badaniach przyjeto hipoteze ze istnieje kore-
lacja pomiedzy ta cecha a cechami sktadowymi
plonu nasion, ich jako$cig oraz samym plonem.
Korelacja ta moze by¢ ograniczona do konkret-
nych genotypow badz dotyczy¢ calych gatunkow.
Badania podzielono na 2 etapy, gdzie w pierwszym
(2014 — 2017) badano kostrzewy a od roku 2018
badane sa wiechlina fakowa i zycica trwala. Celem
prac realizowanych w roku 2019 bylo okre$lenie
zréznicowania badanych obiektéw pod wzgledem
cech fenologicznych, morfologicznych, chemicz-
nych (np. termin kloszenia i kwitnienia, wysoko$¢
roslin, zawartos$c¢ chlorofilu, azotu itp.) oraz warun-
kujacych plonowanie nasienne w drugim, pelnym
roku wegetacji roslin wiechliny tagkowej (Poa
pratensis L.) 1 zycicy trwalej (Lolium perenne L.).

Materialy i Metody

Badano 14 obiektow w wymienionych
powyzej gatunkach: odmiany Alicja, Balin,
Bila, Compact, Limagie i rody: NI-400, NI-401
we wiechlinie oraz Amarant 4n, Bajka 2n, Brawa
4n, Nira 2n i rody: DS-117, NI-402, NI-403
w zycicy, w ukladzie do$wiadczenia Scistego,
wielopowtorzeniowego w 4 lokalizacjach w kraju
(Radzikéw, Szelejewo, Nieznanice i Grodkowi-
ce). Rosliny oceniano pod wzgledem 18 cech:
przezimowania, pokroju, poczatku kloszenia
i kwitnienia, szacunkowego plon zielonej masy
w pehi kloszenia, wysokosci ro$lin w pelni kwit-
nienia, dtugosci i szeroko$¢ liscia podflagowe-
go, wzglednej zawartos¢ chlorofilu, zawartosci
azotu w roslinach, liczby pedow generatywnych
na roslinie, plonu nasion z kwiatostanu, z rosliny
oraz z poletka, dtugo$ci kwiatostanu, osypywania
nasion, ciezaru 1000 nasion oraz zdolnosci kiel-
kowania.

Wyniki
Wiechlina lakowa

W roku 2019 nie stwierdzono istotnego
wplywu warunkéw lokalizacji do$wiadczenia
na poczatek fazy kwitnienia oraz na zawarto$¢
azotu ogdlnego w roslinach. Nie stwierdzono
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negatywnego wpltywu zimy 2018/2019 na ekspre-
sje badanych cech u wigkszos¢ roslin. Kloszenie
zaczeto si¢ najwcze$niej] w Radzikowie (3 maja)
a najpézniej — w Szelejewie (13 maja). Z bada-
nych obiektéw najwczesniejsza byta odmiana Balin
(poczatek kloszenia — 3 maja) a najpdzniejsza,
podobnie jak w roku 2018 — odmiana Alicja (pocza-
tek ktoszenia — 13 maja).

Cechy morfologiczne oraz chemiczne (zawar-
to$¢ chlorofilu oraz azotu) byty silnie zdetermino-
wane warunkami, w jakich prowadzono badania,
aczkolwiek wysoko$¢ roslin oraz wzgledna zawar-
tos¢ chlorofilu byly silniej zwigzane ze specyfika
badanych genotypow. Najwyzsze rosliny stwier-
dzono dla odmiany Compact ($rednio 66,9 cm),
a najnizsze dla odmiany Alicja ($rednio 48,9 cm).
Podobnie zdeterminowana byla wzgledna zawar-
tos$¢ chlorofilu, ktéra byla relatywnie najwyzsza
dla odmiany trawnikowej Compact ($rednio 1,75),
a najnizsza dla odmiany pastewnej Balin (1,54).

Wzgledna zawarto$¢ chlorofilu (CCI) byta
zwigzana z zawartos$cia azotu (N-og.) w roslinach
zaleznoscia linowa o nastepujacym przebiegu:

N-og. = 1,1064-CCI — 0,0054 (R*=0,4975).

Interakcja pomigdzy specyfika genotypowa
oraz lokalnymi warunkami realizacji do§wiadczen
decydowata o stwierdzonej w roku 2019 zmiennosci
badanych populacji. Potwierdzono réwniez domi-
nujacy wptyw genotypu jako nosnika genetycznych
cech plonowania nasiennego wiechliny fakowej
oraz istotno$¢ zaleznosci plonu nasion od interak-
cji genotypowo-srodowiskowej (Zylka i Pronczuk,
1998; Godshalk i wsp; 1998). W niniejszych bada-
niach stwierdzono istnienie takiej interakcji dla
takich cech jak: dtugos$¢ kwiatostanu, liczba pedow
generatywnych oraz plon nasion z rosliny. Obiek-
tem o najwyzszych plonach nasion, z rownocze$nie
znaczng liczba pedéw generatywnych byta, podob-
nie jak w roku 2018, odmiana Compact ($rednio
16,42 grama nasion z rosliny oraz 235 pedow gene-
ratywnych). Nieco mniej zanotowano dla odmiany
Balin (10,4 g i 135 pedow). Srednie wartosci plonu
nasion z ro$liny pozostalych badanych form byty
nizsze o ok. 10 g.

Poréwnanie zmiennosci migdzyobiektowej
1 wewnatrzobiektowej wskazuje na mniejsze zroz-
nicowanie w obrebie badanych form niz pomig-
dzy nimi co znajduje potwierdzenie w literaturze
(np. Huff, 2010). W przypadku cech warunkujacych
plonowanie nasienne, ocenianych w roku 2019 byto
to szczegodlnie wyrazne dla nastepujacych obiek-
tow i cech: Balin (liczba pedéw generatywnych
oraz plon nasion z poletka), Bila (liczba pedow
generatywnych oraz plon nasion z ro$liny) oraz
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Ni-400 (liczba pedoéw generatywnych, plon nasion
z poletka oraz masa tysigca ziarniakow). Stwier-
dzono rowniez istnienie zaleznosci odwrotnych,
gdzie np. w wypadku rodu Ni-401 zmiennos¢ liczby
pedow generatywnych oraz plonu nasion z poletka
przewyzszata zmienno$¢ migdzyobiektowa.

Zycica trwala:

Czynnikiem najsilniej modyfikujacym bada-
ne cechy u obiektow zycicy trwatej, podobnie jak
w przypadku wiechliny tagkowej, byly warunki
lokalizacji doswiadczen. Nie dotyczylo to jedynie
liczby dni do ktoszenia oraz zawartosci chlorofilu
1 azotu. Zrdéznicowanie wczesnosci zycicy trwa-
lej jest istotne dla zabezpieczenia podazy zielonki
o odpowiedniej jako$ci w miare dlugo w sezonie
wegetacyjnym. Odstep pomigdzy najwczesniej
i najpozniej ktoszgcymi si¢ odmianami w tym roku
wynosit 16 dni (w roku 2018 — 29 dni). Na fakt ten
sktadato si¢ ktoszenie rodu DS.-117 w Radzikowie
(22 maja) oraz Ni-402 w Szelejewie (7 czerwca).

W ksztattowaniu zmienno$ci cech biometrycz-
nych oraz chemicznych istotng role odgrywata
specyfika genetyczna badanych obiektow, z kolei
warunki $rodowiskowe realizacji doswiadczenia
(lokalizacje) nie mialy wpltywu na zréznicowanie
zawarto$ci chlorofilu i azotu. Zaleznos$ci te byty
konsekwencjg zastosowania obiektow o zrdznico-
wanej ploidalno$ci. Odmiany diploidalne zZycicy
trwalej (Bajka i Nira) charakteryzowaty si¢ nizszy-
mi od odmian tetraploidalnych (Amarant i Brawa)
warto§ciami parametrow biometrycznych jak:
wymiary li$cia podflagowego czy wzgledna zawar-
tos¢ chlorofilu. Odmiany tetraploidalne w stosunku
do diploidalnych miaty liscie srednio o 24% dtuz-
sze oraz 25% szersze oraz wzglgdng zawarto$é
chlorofilu wieksza o 37%, co bylo efektem wigk-
szej o0 22% zawartos$ci azotu. Podobnie jak w roku
ubieglym najbardziej zielone liscie (o najwickszej
zawarto$ci chlorofilu) miaty rosliny rodu DS.-117
($rednio 4,95), z kolei najnizsza warto$¢ tej cechy
zanotowano dla rodu Ni-403 ($rednio 1,993) oraz
odmiany Bajka (1,98).

Zawarto$¢ chlorofilu (CCI) byla wypadkowa
zawarto$ci azotu ogdlnego w roslinie (N-o0g.):

N-og.= 0,4401-CCI + 0,8614 (R>=0,5302).

Zmienno$¢ cech zwigzanych z reprodukcja
generatywng byta rowniez zdeterminowana specy-
fika lokalizacji, w ktérych realizowano doswiad-
czenie oraz genetycznych predyspozycji badanych
obiektow. Odmiany tetraploidalne mialy wyzsze
plony nasion $rednio o 35% w stosunku do diplo-
idalnych, co wigzato si¢ m.in. z wyksztatcaniem
wigkszych nasion ($rednio o 89%) w stosunku
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do form diploidalnych. Formy diploidalne miaty
jednoczesnie srednio o ok. 40 sztuk wigcej pedow
generatywnych od form tetraploidalnych. Najlep-
sze warunki do wyksztalcania nasion wystapity
w Szelejewie ($redni plon z rosliny — 13,3 g) oraz
Radzikowie (Srednio 10,3 g). Najnizsze plony
nasion stwierdzono w Nieznanicach (9,6 g na rosli-
ne).

Wnhnioski
W drugim roku realizacji do$wiadczenia
potwierdzono istotny wpltyw specyfiki lokal-

nych warunkow klimatycznych w lokalizacjach
doswiadczenia na zmiennos$¢ wigkszosci badanych
cech. Czynnikiem klimatycznym, istotnie modyfi-
kujacym ekspresje wiekszosci badanych cech byly
opady atmosferyczne.

Potwierdzono wicksza stabilno$¢ tj. mniejsza
podatnos¢ na modyfikacje przez warunki lokalizacji
doswiadczenia, obiektow zycicy trwatej w stosunku
do wiechliny fakowe;.

Zmienno$¢ w obrebie badanych w 2019 roku,
obiektéw wiechliny takowej, podobnie jak w roku
ubieglym, byta we wiekszosci przypadkow wick-
sza od zmienno$ci pomiedzy badanymi obiektami
(miedzyobiektowej). Z kolei w wypadku zycicy
trwatej zmienno$¢ wewnatrzobiecktowa wigkszosci
cech byla poréwnywalna do zmiennosci miedzy-
obiektowe;.
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Badania nad saturacjg mapy genetycznej ‘Elsanta’
x ‘Senga Sengana’ pod katem lokalizacji genéw
sprzezonych z waznymi cechami uzytkowymi
truskawki (Fragaria x ananassa).

Research on saturation of the genetic map of ‘Elsanta Senga’ x ‘Sengana’
for locating genes linked to important traits of strawberry (Fragaria x ananassa)

Sylwia Keller-Przybytkowicz =, Agnieszka Masny, Bogustawa Idczak,

Krystyna Straczynska

Instytut Ogrodnictwa w Skierniewicach,
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji

roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr HOR.hn.802.4.2019, Zadanie nr 74.

Stowa kluczowe: jako$¢ owocow, korelacja fenotypowo-genotypowa, mapa genetyczna, Phytophthora cactorum,

QTL, truskawka

Celem badan bylo pozyskanie subpopu-
lacji segregujacej ‘Elsanta’ x ‘Senga Senga-
na’ (oznaczonej jako subpopulacja H) i ocena
fenotypowa roslin mieszancowych nalezacych
do tej populacji pod katem odporno$ci na grzyba
P cactorum, sprawcg zgnilizny korony korze-
ni truskawki, a takze ocena wybranych parame-
trow jakosci owocow pojedynkéw nalezgcych
do przygotowanej do tego celu subpopulacji A,
utrzymywanej w kwaterze polowej. Pojedynki
z subpopulacji H po ocenie czystosci genetycznej
wiaczono do populacji bazowej dla zageszczenia
mapy genetycznej (analizy molekularne), na bazie
ktorej przeprowadzono ocen¢ korelacji fenotypo-
wo-genotypowych oraz analize terminalng wyty-
powanych grup sprzg¢zen.

Rosliny mieszancowe z populacji A (min.
100 genot.) i H (132 genot.) poddano anali-
zie fenotypowej pod katem parametrow jakosci
owocow (subpop. A) oraz podatnosci na grzyba
Phytophthora cactorum (subpop. H). Rozktad
fenotypowy cechy tolerancji na stres suszy oraz
cech warunkujacych jako$§¢ owocow wskazat
na wystgpienie zjawiska segregacji w uzyskanej
puli genotypoéw mieszancowych.

Do analiz segregacji alleli markeréw SSR
w obrgbie populacji mapujacej w roku bieza-
cym wytypowano 100 starteréw mikrosateli-
tarnych (Sargent D.J. 2006, 2007, 2008, 2009,

2012,; Zorrilla-Fontanesi Y. 2011). Na podstawie
przeprowadzonych testow PCR-SSR, dotych-
czas zidentyfikowano 763 allele polimorficzne,
segregujace w genomach roslin mieszancowych
(Van Ooijen. 2001). Dla 736 z nich zidentyfi-
kowano loci na mapie genetycznej genomow
odmian ‘Elsanta’ oraz ‘Senga Sengana’ (Rys. 1).
Utworzona mapa genetyczna odmiany ‘Elsana-
ta’ zawiera 478 alleli markerow SSR sprz¢zo-
nych tacznie w 46 grupach LG, natomiast mapa
genetyczna genomu odmiany ‘Senga Sengana’
zawiera 514 alleli rozlokowanych w 45 grupach
sprzezen. Grupy te stanowig fragmenty siedmiu
chromosomow genomu gatunku Fragaria. Wiel-
kosci sporzadzonych map genetycznych wynio-
sty odpowiednio: 950 cM dla genomu odmiany
‘Elsanta’ i 853 ¢M dla genomu odmiany ‘Senga
Sengana’.

Oceng korelacji fenotypowo-genotypowych
w subpopulacjach badanych w latach 2014 —
2019 (A i H), przeprowadzono po potwierdzeniu
statusu mieszancow (analiza polimorfizmu DNA
po amplifikacji z 5 oligonuleotydami mikrosate-
litarnymi). W wyniku przeprowadzonych testow,
w badanej puli roslin mieszancowych subpopula-
cji H nie odnotowano genotypow pochodzacych
z niekontrolowanego zapylenia.

Analiza zalezno$ci pomiedzy loci alleli marke-
roOw oraz warto§ciami ocenianych parametrow
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fenotypowych w roslinach miszancowych wyka-
zata istotny stopien korelacji migdzy badanymi
cechami jako$ci owocow, a markerami SSR zloka-
lizowanymi w grupie sprzezen LG 2 genomow obu
odmian (K* > 10,5). Ponad to wysoki poziom wpty-
wu odnotowano pomigdzy markerami zlokalizowa-
nymi w grupie sprzezen LG 6 i 7 genomu odmiany
‘Senga Sengana’ (K* > 7), a odporno$cig na pora-
zenie grzybem P cactorum. W przypadku odmia-
ny ‘Elsanta’ niewielki stopien korelacji (K* < 5)
pomigdzy loci markerow a badana cechg odporno-
$ci zidentyfikowano w LG 3, 4, 5 genomu tej formy
rodzicielskiej. Istotng zalezno$¢ pomiedzy jedrno-
$cig owocow, zawartoscig ekstraktu oraz witami-
ny C, a markerami zlokalizowanymi odpowiednio
w grupach LG 4 (Vit. C i jedrnos¢) i 5 (Bix i Vit. C)
zidentyfikowano rowniez w genomach obu bada-
nych form rodzicielskich. (Sujeet V. 2017, Nellist

C.F. 2019) (Tab.1).

Na tym etapie badan wytypowano markery
(ChFaM092, FVH4040, FVH4059, CX662153,
FVH4010, CHF182, CX661428) regulujace para-
metry warunkujgce jako$¢ owocow (dane z sezonow
2016-2019), dla ktorych odnotowano sezonowo —
stabilng warto$¢ wspotczynnika korelacji. Marke-
ry, te moga stanowi¢ baze dla selekcji genotypow
produkujacych wysokiej jakosci owoce truskawki,
uzyskanych w programach hodowlanych.

Dodatkowo, na podstawie analiz segregacji
85 alleli roznicujacych obie formy rodzicielskie
przeprowadzono analiz¢ terminalng wybranych
regionow QTL. Loci segregujacych alleli polimor-
ficznych zidentyfikowano w obrgbie czternastu (344
cM), w przypadku odmiany ‘Elsanta’ oraz jedena-
stu (288 cM) w przypadku odmiany ‘Senga Senga-
na’, zmapowanych fragmentdéw pochodzacych

Tabela 1.

Zidentyfikowane regiony QTL w genomach odmian ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’ oraz wspolczynnik Kkorelacji (K*) cechy
z markerami zlokalizowanymi w grupach sprzezen mapy genetycznej truskawki (p=0,05).

LG ‘Elsanta’ Senga N Badana cecha
Sengana
LG2 K* 11,2 K* 11 Jako$¢ owocoOw
LGS, 6 K* 4 K* 6 Zgnilizna
korony korzeni
LG3,4,5 K*5 K*8 Jedrnos¢
LG6,7  K*10 Kriog 2w ckstraktu,
wit.C
0 ChviM201-2 ; - ;
1N ChEva013.5 0 —(— CO817850n 0 —ChFaMo81d ChFaMos1f
3 AT ChEVM193.5 |ChFaM081g ChFaMO81e
8- Fvatosg 9 FvA108e
12 7: ChFv2013-10 ChFv2013-8 5 ———FVH4010b FVH4010y
13 4 P ChFv2013-9
18 < 1\ ChFvM193-8 27 —=— C0817850g
19 / ChFv2013-11
27 /—\ CO372009-1
36 ChFvi1191-4
53 ChFvM181-15
0 ~g=— FVYH4053c o CXE66218 CX 6621841 (u] CHXE62153d
1 =T~ FvH4053a e 2 CX662153e
4 [~ FvHa040d
g = [~ FVvH4040e
T T 5 5
11 FVHA4059xy FWVH4059d 45 C}(E§821§3g
19 {CXE62184t CX662184s 17 CXes82133¢
36 IFVH4010c FVYH4010cyz
45 IFYH4026a FVH4026b
62 — |- cos1Ta192f

{

54 —= —IFVvH4042z FVH4042d

Rys. 1. Fragment mapy genetycznej genomu gatunku Fragaria (analiza populacji ‘Elsanta’ x ‘Senga Sengana’).
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z chromosomow Fragaria. Uzyskany region geno-
mu odmiany ‘Elsanta’ — zawiera 50 alleli, a geno-
mu odmiany ‘Senga Sengana’ — zawiera 36 alleli
markerow SSR.

Wnioski

Rozktad cechy odpornosci na porazenie grzy-
bem P. cactorum oraz wybranych cech warunkuja-
cych jako$¢ owocoOw w badanej populacji wskazuje
na wystgpienie zjawiska segregacji w puli genoty-
poéw mieszancowych, a wiec jest to wlasciwa dla
badan genetycznych populacja mapujaca.

Zaggszczona mapa genetyczna  ‘Elsanta’
x ‘Senga Sengana’ stanowi baze¢ loci gendw przy-
datng do dalszej identyfikacji regiondw QTL sprzg-
zonych z waznymi cechami uzytkowymi truskawki.

Rozktad alleli pochodzacych z form rodziciel-
skich wskazuje, ze genotypy wykorzystane dla
celow zageszczania mapy genomoOw truskawki
majg status mieszancow z planowanego zapylenia.

Wstepna analiza regionow QTL w grupach
sprzezen LG 2, 6 i 7 genoméw badanych odmian
truskawki wskazuje na korelacje markeréw z bada-
nymi cechami uzytkowymi tego gatunku.
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Badania nad mozliwoscig zwiekszenia
zawartosci sktadnikéw bioaktywnych w owocach
truskawki na drodze hybrydyzacji wewnatrz-

I miedzygatunkowej w obrebie rodzaju Fragaria
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76.

Stowa kluczowe: antocyjany, jakos¢ owocow, kwas L-askorbinowy, polifenole, truskawka

Prace badawcze nad poszerzaniem zmienno-
sci genetycznej u truskawki prowadzone obec-
nie w Instytucie Ogrodnictwa ukierunkowane
sg gtownie na poprawe zewngtrznej i wewnetrz-
nej jakosci owocow. Celem badan jest okreslenie
mozliwosci zwigkszenia wtasciwosci odzywcezych
i prozdrowotnych owocow truskawki poprzez
zwigkszenie w nich zawarto$ci substancji bioak-
tywnych (przede wszystkim polifenoli, antocyja-
ndéw oraz kwasoéw organicznych) metoda hodowli
konwencjonalnej z wykorzystaniem hybrydyzacji
wewnatrz- i migdzygatunkowej w obrebie rodzaju
Fragaria.

Materiaty i Metody

Dla uzyskania celu badan zrealizowano trzy
tematy szczegotowe: Temat 1 — oceniono plono-
wanie, wielko$¢, atrakcyjnos$¢, ksztatt, barwe,
potysk i jedrno$¢ owocow oraz podatnos¢ roslin
na choroby lisci 180 mieszahcéw pokolenia F,
otrzymanych ze skrzyzowania w obrebie rodza-
ju Fragaria, a takze sktad chemiczny owocow 90
wybranych klonéw; Temat 2 — dla 60 genotypow
0 najwyzszej zawartosci w owocach polifenoli
1 antocyjanow ogotem, metodag HPLC wykonano
szczegdtowsq analize zwigzkow z grupy polifeno-
li, procyjanidyn, antocyjanéw i kwasu elagowe-
go; Temat 3 — metodg SSR potwierdzono status
mieszanca dla 20 genotypoéw z rodzaju Fraga-
ria, wyselekcjonowanych w latach 2017-2019,

odznaczajacych si¢ duzg zawartoscig zwigzkow
polifenolowych i antocyjanow w owocach.

Wyniki i Dyskusja

Najlepsza jakoscig zewngtrzng owocow wyrdz-
nialy si¢ genotypy: T-201407-02 i T-201407-03
(‘Camarosa’ x ‘Pink Rosa’), T-201426—03 (‘Konfi-
tura’ X ‘Grandarosa’), T-201436—04 i T-201436—05
(‘Onda’ x ‘Grandarosa’), T-201437-02 (‘Onda’
x ‘Pink Rosa’), T-201444—-01 (‘Roxana’ x ‘Pink
Rosa’), T-201453-02 (‘Sugar Lia’ x ‘Grandaro-
sa’), T-201457-10, T-201457-16 1 T-201457-17
(‘Grandarosa’ x ‘Elsanta’), T-201487—05 (‘Polka’
x ‘Matis’), T-201488-06 (‘Vibrant’ x ‘Matis’),
T-201501-03 (‘Alba’ x ‘Grandarosa’), T-201511-01
(‘Asia’ x ‘Panvik’), T-201512—-05 i T-201512—-06
(‘Camarosa’ x ‘Panvik’), T-201514—04 (‘Candiss’
x ‘Panvik’), T-201526—06 (‘Cigaline’ x ‘Granda-
rosa’), T-201536-01, T-201536—-02, T-201536-05,
T-201536-06, T-201536—07 1 T-201536—09 (‘Clery’
x ‘Grandarosa’) oraz T-201560-07 (‘Onda’
x ‘Panvik’). Najwyzszym poziomem kwasu askor-
binowego w owocach (powyzej 90 mg/100 g)
odznaczaty sieklony: T-201501-03 (‘Alba’ x ‘Gran-
darosa’), T-201526—02 i T-201526-05 (‘Cigali-
ne’ x ‘Grandarosa’), T-201536—08 i T-201536—15
(‘Clery’ x ‘Grandarosa’), T-201537-02 (‘Clery’
x ‘Matis’), T-201539—-01 (‘Darselect’ x ‘Granda-
rosa’), T-201555-02, T-201555-08 1 T-201555-09
(‘Marmolada’ x ‘Grandarosa’) oraz T-201567-01
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1 T-201567-03 (‘Patty’ x ‘Panvik’). Najwigcej zwigz-
kow fenolowych (powyzej 430 mg/100 g) zawiera-
ly owoce genotypow: T-201501-02 i T-201501-03
(‘Alba’ x ‘Grandarosa’), T-201512—-04 i T-201512—05
(‘Camarosa’ x ‘Panvik’), T-201567—01, T-201567—02
1 T-201567—04 (‘Patty’ x ‘Panvik’) oraz T-201585-01
(Fragaria chiloensis Yaquina A x ‘Matis’).
Bardzo wysoka zawartos¢ antocyjanéw, prze-
kraczajaca 50 mg/100 g owocow, stwierdzono
w owocach klonéw T-201508—01 (‘Alice’ x ‘Matis’),
T-201512-03 (‘Camarosa’ x ‘Panvik’), T-201514—02
1 T-201514-08 (‘Candiss’ x ‘Panvik’), T-201517—-05
(‘Chandler’ x ‘Matis’), T-201567-04 (‘Patty’
x ‘Panvik’) oraz T-201580-01 (Fragaria chiloen-
sis Del Norte x ‘Elsanta’). Zawarte w truskawkach
sktadniki bioaktywne pelnig istotna rolg w diecie
cztowieka dzigki wlasciwos$ciom antyoksydacyjnym
1 antykancerogennym (Battino i in., 2017; Zasowska
iin., 2016).

Wykazano, ze badane klony réznily si¢ profi-
lem antocyjandéw, jednak zawsze dominujacym
zwiazkiem byl glukozyd pelargonidyny, ktore-
go udzial procentowy miescit sie w przedziale
45,0% do 91,1%, a nastgpnie malonyloglikozyd
pelargonidyny (0,7% — 34,1%). Pozostate anto-
cyjany: glukozyd cyjanidyny, rutozyd pelargoni-
dyny i malonyloglukozyd cyjanidyny stanowity
maksymalnie 16,9; 10,2 i 10,8% wszystkich anto-
cyjanow. Najwyzszy procentowy udzial w grupie
monomerycznych zwiazkow fenolowych miata
katechina, ktorej zawartos¢ w owocach miescita
si¢ w zakresie od 3,3 do 39,3 mg/100 g. Najwyz-
sza zawartoscig tego zwigzku charakteryzowaty
si¢ owoce genotypow: T-201458-01 (‘Pink Rosa’
x ‘Elsanta’— 39,3 mg/100 g) i T-201457-03 (‘Gran-
darosa’ x ‘Elsanta’ — 25,7 mg/100 g). Oprocz kate-
chiny, w owocach odnotowano rowniez $ladowe
ilosci innych monomerow flawanoli takich jak:
epikatechina, afzelechina i epiafzelechina. Zawar-
tos¢ procyjanidyn w owocach badanych klonow
wahata sie od 96,9 do 721,3 mg/100 g. Najwiecej
oligomeréw procyjanidyn (powyzej 400 mg/100 g)
zawieraly owoce nastgpujagcych — genotypow:
T-201458-01 1 T-201458—-09 (‘Pink Rosa’ x ‘Elsan-
ta’) oraz T-201457-03 i T-201457-16 (‘Granda-
rosa’ x ‘Elsanta’). Zawarto$¢ kwasu elagowego
w owocach wigkszosci badanych klonow truskaw-
ki wynosita od 20 do 45 mg/100 g §wiezej masy
owocow. Najwyzsza zawarto$¢ tego sktadnika
(powyzej 45 mg/100 g) stwierdzono w owocach
klonow: T-201501-02 (‘Alba’ x ‘Grandarosa’),
T-201560-08 (‘Onda’ x ‘Panvik’) i T-201457-03
(‘Grandarosa’ x ‘Elsanta’).

W  wyniku  przeprowadzonych 2160
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reakcji amplifikacji z testowanymi parami starterow
uzyskano 544 amplikony o dlugosci od 170 do 520
pz, z ktorych 84% bylo polimorficznych. Analizo-
wane genotypy scharakteryzowano na podstawie
815 polimorficznych fragmentow DNA. Status
mieszanca potwierdzono dla wszystkich testowa-
nych genotypéw. Okreslono procentowy udziat
amplikonéw pochodzacych od formy mateczne;j,
ktory wynosit od 73% do 33%. Najwyzszy udziat
fragmentow DNA charakterystycznych dla formy
matecznej obserwowano na matrycy DNA wydzie-
lonych z genotypow nr: 1 (‘Chandler’ x ‘Gran-
darosa’), 13 (‘Vibrant” x ‘Matis’), 19 (‘Candiss’
x ‘Matis’) oraz 6 (‘Onda’ x ‘Pink Rosa’), 7 (‘Patty’
x ‘Elsanta’), 11 (F chil. Del. Norte x ‘Grandarosa’)
i 14, 15 (‘Alba’ x ‘Grandarosa’), najnizszy za$ dla
siewek nr 8 (‘Sophie’ x ‘Grandarosa’) i 12 (‘Polka’
x ‘Matis’). Uzycie markeréw mikrosatelitarnych
pozwala na jednoznaczng identyfikacj¢ genotypow
(Govan i in. 2008).

Whioski

— Klony T-201437-02 (‘Onda’ x ‘Pink Rosa’),
T-201453—-02 (‘Sugar Lia’ X ‘Grandarosa’),
T-201511-01 (‘Asia’ x ‘Panvik’), T-201512—-05

i T-201512-06 (‘Camarosa’ x ‘Panvik’),
T-201514-08  (‘Candiss’ X ‘Panvik’),
T-201536—-02, T-201536—-06, T-201536-07,

T-201536—09 i T-201536—15 (‘Clery’ x ‘Gran-
darosa’) oraz T-201560—07 (‘Onda’ x ‘Panvik’),
ze wzgledu na wysoka zewnetrzna jakosé
owocow 1 odpornos¢ lub mata podatnosé
na choroby lisci, sa genotypami perspekty-
wicznymi do uprawy towarowe;j.

— Owoce klonéw T-201510—02 (rodowdd ‘Asia’
x  ‘Matis’), T-201514-02 i T-201514-08
(‘Candiss’ x ‘Panvik’), T-201517-05 (‘Chan-
dler’ x ‘Matis’), T-201526-01 i T-201526—04

(‘Cigaline’ x ‘Grandarosa’), T-201567—03
1 T-201567-04 (‘Patty’ x ‘Panvik’) oraz
T-201571-02  (‘Sophie’ x ‘Pink Rosa’),

ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ zwigzkow
polifenolowych, antocyjandw, a takze kwasu
askorbinowego, sa bardzo cenne dla zdrowia
czlowieka.

— Owoce klonow: T-201457-03 (‘Grandaro-
sa’ x ‘Elsanta’), T-201458—01 (‘Pink Rosa’
x  ‘Elsanta’) oraz T-201560—08 (‘Onda’
x ‘Panvik’), ze wzgledu na wysoka zawarto$¢
monomerow antocyjanéow, kwasu elagowego,
katechiny i procyjanidyn, sg bardzo warto$cio-
we dla prawidlowego odzywiania si¢.

— Istnieje mozliwos¢ kontrolowanego zapyla-
nia genotypow w obrebie rodzaju Fragaria
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Ocena potencjatu genetycznego wybranych
genotypow boréwki wysokiej (Vaccinium
corymbosum L.) w oparciu o czynnikowy uktad

krzyzowan

Evaluation of the genetic potential of selected genotypes of highbush blueberry
(Vaccinium corymbosum L.) based on a factorial crossing design

Stanistaw Pluta =, Bogustawa Badek, tukasz Seliga

Instytut Ogrodnictwa, ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96—100 Skierniewice,
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji

roslinnej na podstawie decyzji nr HOR.hn.802.4.2019, Zadanie nr 72.

Stowa kluczowe: cechy uzytkowe, formy rodzicielskie, GCA, ocena fenotypowa, SCA

Celem podjetych w 2019 roku badan byto
okreslenie zdolnosci kombinacyjnej 12 genoty-
pow rodzicielskich borowki wysokiej (Vaccinium
corymbosum L.) na podstawie oceny ich efektow
ogoblnej 1 specyficznej zdolnosci kombinacyj-
nej (GCA i SCA) dla wybranych cech uzytko-
wych, potwierdzenie statusu mieszanca dla 10
najcenniejszych genotypow, ocena fenotypowa
20 wyselekcjonowanych pojedynkéw i 2 odmian
standardowych pod katem wybranych cech
morfologicznych roslin oraz ocena sensoryczna
i instrumentalna jakos$ci owocow wartosciowych
pojedynkow i odmian rodzicielskich.

Material badawczy stanowita populacja 2100
siewek pokolenia F, borowki wysokiej nalezacych
do 35 rodzin mieszancowych, uzyskana ze skrzy-
zowania w uktadzie czynnikowym 7 form matecz-
nych (9) — ‘Aurora’, ‘Bluecrop’, ‘Brigitta Blue’,
‘Chandler’, ‘Draper’, ‘Duke’ i ‘Northland’ oraz 5
form ojcowskich (&) — ‘Earliblue’, ‘KazPliszka’,
‘Polaris’, “Toro’ i “Weymouth’. Siewki posadzono
jesienig 2014 roku w doswiadczeniu polowym,
w uktadzie blokéw losowych, w 4 powtorzeniach
po 15 siewek na poletku.

W roku 2019 realizowano 4 tematy badaw-
cze. W pierwszym temacie wykonano oceng
fenotypowa wszystkich siewek boroéwki wyso-
kiej pod wzgledem wybranych cech uzytko-
wych (sita wzrostu i pokroj roslin, intensywno$¢
kwitnienia, plonowanie roslin i masa owocow).

Boréwka amerykanska (wysoka, pdinocnego
typu) ma specyficzne wymagania w uprawie
tego gatunku krzewow owocowych. Prawidlowy
wzrost i rozwoj, kwitnienie oraz plonowanie roslin
iwielko$¢ (masa) owocow uzaleznione sg od czyn-
nikdw genetycznych (genotypu) i warunkow
srodowiska oraz ich wspotdziatania (interak-
cji). Wspotdziatanie genotypu 1 $rodowiska
(GxE) jest zjawiskiem biologicznym, okresla-
nym jako niejednakowa reakcja genotypow
na warunki $rodowiskowe (Madry i in. 2006).
Do drugiej grupy czynnikow nalezy zaliczyc¢:
wybor odpowiedniego stanowiska, kwasna gleba
(pH 4,5-5,5) i jej przygotowanie (wzbogacenie
w substancje¢ organiczng) oraz wszystkie zabiegi
pielegnacyjne i agrotechniczne, w tym niezbedne
nawadnianie kroplowe (Smolarz 2003; Smolarz
i Pluta 2014). W naszych badaniach wykazano,
ze mtode siewki boréwki wysokiej nalezace do 35
rodzin mieszancowych roznity si¢ silg wzrostu.
Wigkszo$¢ ocenianych mlodych siewek borowki
miata $rednio-roztozysty lub Srednio-wzniesiony
pokrdj krzewu. Oceniane siewki roznity si¢ takze
w intensywnosci kwitnienia, wigkszo$¢ z nich
kwitto stabo lub $rednio. Intensywnos$¢ kwitnie-
nia siewek miata bezposredni wpltyw na zawigza-
nie owocow 1 plonowanie ro§lin, ktére byto takze
zroznicowane. Srednia masa (wielko$¢) owocow
ocenianych siewek byla rowniez zroéznicowana
i uzalezniona od genotypu i jego rodowodu, czyli
od krzyzowanych form rodzicielskich.

Na podstawie wynikow oceny fenotypowe;j
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populacji siewek oszacowano zdolno$¢ kombi-
nacyjng (GCA i SCA) 12 odmian rodzicielskich
borowki wysokiej dla w/w cech uzytkowych. Ogol-
na zdolno$¢ kombinacyjna (GCA) pod wzgledem
rozpatrywanej cechy jest przecietnym poziomem
tej cechy w potomstwie rozpatrywanej formy rodzi-
cielskiej. Jest ona miarg addytywnego dzialania
gendw na tg ceche (Griffing, 1956 a, b) i okresla
0golng przydatnos¢ form rodzicielskich do tworze-
nia nowych odmian roslin uprawnych. Specyficzna
zdolno$¢ kombinacyjna (SCA) dla rozpatrywanej
cechy odnosi si¢ do pary form rodzicielskich i jest
interakcjg (wspoétdziataniem) obu form rodziciel-
skich, ujawniang w postaci zachowania tej cechy
w ich potomstwie. Jest wynikiem nieaddytywnego
dzialania genow — dominacji i epistazy (Ubysz-Bo-
rucka i in. 1985). Istotnie pozytywne lub negatyw-
ne efekty SCA oszacowane sg tylko w niektorych
kombinacjach krzyzowan i wskazujg na poprawe
(dodatnie) lub pogorszenie (ujemne) wartosci cech
u potomstwa. Wysokie i istotne wartosci efektow
SCA, stwierdzone w poszczeg6lnych populacjach
mieszancowych dotycza najczesciej pojedynczych
cech uzytkowych roslin (Spangelo i in. 1971).

Sposroéd 12 genotypdw rodzicielskich istotne
(na plus lub minus) wartosci efektow GCA mialy
nastepujace odmiany: ‘Bluecrop’ (+) — wysokos¢
i szerokos¢ roslin, plon owocdéw i masa owocoOw;
‘Brigitta Blue’ (-) — wysokos¢ i szeroko$¢ roslin,
plon owocow; ‘Chandler’ (-) — szeroko$¢ roslin,
masa owocow; ‘Draper’ (-) — masa owocoéw; ‘Duke’
(+) — wysokos¢ i szeroko$¢ ro$lin, intensywnos$¢
kwitnienia, plon owocow; ‘KazPliszka’ (-) — wyso-
ko$¢ i szerokos¢ roslin, intensywno$¢ kwitnienia,
plon owocow i masa owocow; ‘Polaris’ (+) — inten-
sywnos¢ kwitnienia, plon owocow i masa OwocoOw;
“Toro’ (+) — plon owocow; ‘Weymouth’ (+) — inten-
sywno$¢ kwitnienia (tab. 1). Odmiany rodzicielskie
posiadajace dodatnie efekty GCA, sa donorami
gendw warunkujgcych poprawe w/w cech, podczas
gdy genotypy rodzicielskie wykazujace ujem-
ne efekty GCA maja wplyw na pogorszenie cech
u potomstwa ocenianych siewek.

Oszacowane efekty SCA dla 35 rodzin mieszan-
coOw przyjmowaty takze istotne dodatnie i ujem-
ne wartosci dla ocenianych cech uzytkowych
borowki wysokiej. Istotne i dodatnie wartosci
efektow SCA dla wysokosci roslin stwierdzono
dla 2 rodzin, a istotne ujemne dla innych 4 rodzin;
odpowiednio dla szerokosci roslin — 4 rodziny (+)
i 3 rodziny (-); intensywnosci kwitnienia — 4 rodzi-
ny (+) i 6 rodzin (-); plonu owocéw — 5 rodzin (+) 17
rodzin (-); masy owocoéw — 2 rodziny (+) i 4 rodzi-
ny mieszancowe (-). Oznacza to, ze genetyczne
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wspotdziatanie obu odmian rodzicielskich borow-
ki wysokiej w ramach tych rodzin mieszancowych
warunkuje z duzym prawdopodobienstwem popra-
we lub pogorszenie wartosci ocenianych cech uzyt-
kowych u potomstwa.

W drugim temacie wykonano analizy mole-
kularne w celu weryfikacji statusu mieszanca dla
wybranych 10 pojedynkéw otrzymanych z progra-
mu krzyzowania w/w form rodzicielskich borow-
ki wysokiej. Badania molekularne, identyfikujace
odmiang na podstawie polimorfizmu DNA (gene-
tyczny odcisk palca, DNA fingerprinting), okaza-
ly si¢ niezalezne od czynnikéw srodowiskowych
i sg mozliwe do przeprowadzenia nawet z niewiel-
kiego fragmentu ro$liny, a takze krotki czas
potrzebny dla uzyskania stosunkowo wiarygodne-
go wyniku (Janick i in. 1996). Tradycyjna hodowla
tworcza roslin wykorzystuje markery molekularne,
ktore umozliwiaja odroznianie roslin na podstawie
polimorfizmu ich materialu genetycznego (Nybom
1994). Markery takie przede wszystkim utatwiajg
dobér form (odmian) rodzicielskich i wezesna iden-
tyfikacje mieszancoéw w programach krzyzowan.

Dla analizowanych genotypéw potwierdzono
status genetyczny mieszanca, porownujac ich wzory
prazkowe (uzyskane w reakcji PCR z 10 wytypo-
wanymi starterami SSR), z wzorami form rodziciel-
skich. Zgromadzona baza produktow amplifikacji
postuzyta réwniez do okreSlenia pokrewienstwa
genetycznego analizowanych pojedynkéw. Pokre-
wienstwo genetyczne analizowanych pojedynkow
borowki wysokiej, okreslone w oparciu o dane
uzyskane w wyniku przeprowadzonych testow
SSR, ksztattowato si¢ na poziomie 28—-67% (rys. 1).
Dla 10 wytypowanych do badan pojedynkéw opra-
cowano zestawy starterow SSR stanowigce tzw.
metki identyfikacyjne, charakterystyczne dla profi-
lu genetycznego kazdej z analizowanych roslin.
Uzyskane wyniki sg zbiezne z danymi literaturo-
wymi, dotyczacymi rodowodoéw badanych odmian
rodzicielskich (Boches i in. 2006; Levi i Rowland
1997; Quililongo i in. 2013).

W trzecim temacie badawczym wykonano
wstepng oceng sity wzrostu roslin 20 wyselekcjo-
nowanych pojedynkéow i 2 odmian standardowych
(‘Duke’ i ‘Bluecrop’) boréwki wysokiej rozmno-
zonych 2 metodami (in vitro i ex vitro — sadzonki
zielne). Odmiany boréwki wysokiej uprawiane
w Polsce oraz w innych krajach $wiata rozmna-
zane sg wegetatywnie przy uzyciu powszechnych
metod: kultur in vitro oraz ex vitro (sadzonki zielne,
potzdrewniate i zdrewniate). O rozmnazaniu in vitro
boréwki wysokiej donosili w §wiecie (Zimmerman
i Broome 1980; Debnath 2007; Ruzi¢ i in. 2012)
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(program statystyczny SERGEN).

Tabela 1.

Wartosci efektéw GCA 12 odmian rodzicielskich boréwki wysokiej dla wybranych cech uzytkowych, Skierniewice, 2019;

Nr mat- Wysokos¢ roslin | Szeroko$¢ roélin Inten.sy.wn.osc Plon owocow Masa owocow
ki lub Formy (cm) (cm) fvitmenia - (kg/poletko) ®
(;j;l rodzicielskie (skala bon. 1-9)
Ocena efektu gtownego
Analiza wzgledem form matecznych (9)
1 Aurora -3,338 -3,015 -0,034 -0,015 0,188
2 Bluecrop 12,307%* 9,795%* 0,036 0,068* 0,273*
3 Brigitta Blue -9,218%* -7,105%* -0,339 -0,080%* 0,143
4 Chandler -5,368 -6,25%* -0,099 -0,024 0,258*
5 Draper 1,087 1,10 -0,339 -0,036 -0,357%*
6 Duke 6,077* 5,135* 0,581+ 0,088** -0,102
7 Northland -1,548 0,34 0,191 0,068 0,188
Wartosci krytyczne dla 2,76 2,76 0,10 0,10 0,10
testowaniq inflywidualne— 3.93 0.05 0,05 0,05
go na poziomie
6,89 0,01 0,01 0,01
Wartosci krytyczne dla 6,21 6,21 0,10 0,10 0,10
testowania jednoczesnego 754 0.05 0.05 0.05
na poziomie ’ ’ ’ ’
10,75 0,01 0,01 0,01
Analiza wzglgdem form ojcowskich (&)
Earliblue -1,436 -0,526 -0,232 -0,021 0,180
9 KazPliszka -4,911* -4,008* -0,768%* -0,118** -0,571%*
10 Polaris 2,896 2,003 0,443%* 0,064** 0,198*
11 Toro 2,818 2,471 0,168 0,060* 0,170
12 Weymouth 0,632 0,06 0,389** 0,015 0,023
Wartosci krytyczne dla 2,76 2,76 0,10 0,10 0,10
testowania indywidualne- 3.93 0.05 0.05 0.05
go na poziomie ’ ’ ’ ’
6,89 0,01 0,01 0,01
Wartosci krytyczne dla 5,59 5,59 0,10 0,10 0,10
testowania jednoczesnego 6.89 0.05 0.05 0.05
na poziomie ’ ’ ’ ’
10,06 0,01 0,01 0,01
Objasnienie: * - wartosci istotnie rozne od Sredniej ogolnej przy poziomie 0=0,05
**_wartosci istotnie rézne od Sredniej ogolnej przy poziomie a=0,01
19C/1 l_
18C/8
3B/2
29C/4
10C/9
26A/1
18B/5
30/14
30B/5
23A/1
0,95 0,85 0,75 0,65 0,55 0,45 0,35 0,25
Similarity

Rys. 1. Dendrogram obrazujacy pokrewienstwo 10 wytypowanych do badan pojedynkow boréwki wysokiej, opracowany
zgodnie z metoda Jaccard-Dice/ UPGMA w oparciu o dane uzyskane w reakcjach SSR-PCR.
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oraz w Polsce (Orlikowska 1986).

Doswiadczenie odmianowo-poréwnawcze zato-
zono na polu w Sadzie Pomologicznym w Skiernie-
wicach, jesienig 2018 roku. Wstepne wyniki sity
wzrostu mtodych roslin boréwki wysokiej wskazu-
ja na mate zréznicowanie testowanych genotypow
rosngcych w nowo zatozonym doswiadczeniu, $red-
nio nieco silniej rosly rosliny rozmnazane in vitro.
Wyniki badah prowadzone przez Krzewinska
1 wspotautoréw (2006) potwierdzity teze, ze rosliny
borowki wysokiej (3 odmian) rozmnozone meto-
da in vitro rosty silniej niz rosliny rozmnozone
z sadzonek.

W czwartym temacie wykonano ocen¢ senso-
ryczng i instrumentalng owocéw 20 wyselekcjono-
wanych pojedynkoéw borowki wysokiej napodstawie
oceny sensorycznej i instrumentalnej dla uzyskania
informacji, czy w oparciu o uzyte formy rodziciel-
skie mozliwe jest uzyskanie nowych genotypow
o ulepszonych cechach jako$ciowych owocow.
Owoce borowki wysokiej naleza do wybitnie dese-
rowych, chetnie sg spozywane w stanie §wiezym,
a takze przetworzonym. Sg to bardzo warto$ciowe
owoce, o wysokich wlasciwosciach prozdrowot-
nych, zawierajg one witaminy: A, B,, B,, B,, fosfor,
potas, wapn, sod, kwas foliowy i fitoestrogeny (Kalt
i in. 1999; Scibisz i in. 2004). Wysokie whasciwosci
prozdrowotne tych owocow wynikaja z wysokiej
zawartosci w/w zwigzkow, polifenoli (w tym anto-
cyjanow), a takze witaminy C. Bytlo to potwierdzo-
ne badaniami w Polsce (Mitek in. 2001; Scibisz i in.
2004; Skupien K. 2006) oraz za granicg (Kalt i in.
1999; Ehlenfeldt i Prior 2000; Zeng i Wang 2003).
Zwiazki te maja korzystny wplyw na trawienie,
ochrone oczu czy profilaktyke i leczenie chorob
nowotworowych.

Material badawczy stanowity probki owocow
o masie ok. 0,5 kg. Ocena sensoryczna (atrakcyjnosé
1 smak) owocow wykonana byta przy uzyciu skali
bonitacyjnej 1-9. Ocena instrumentalna obejmowa-
fa zawartos¢ ekstraktu i witaminy C. Dodatkowo
wykonano identyczng oceng jakosci owocow dla 12
odmian rodzicielskich. Wstegpne wyniki pokazuja,
ze owoce badanych pojedynkow i odmian rodzi-
cielskich boréwki wysokiej réznity si¢ pod wzgle-
dem atrakcyjnosci i smaku owocoéw oraz zawartosci
ekstraktu i witaminy C. Kilka wybranych pojedyn-
kéw pochodzacych od takich odmian rodziciel-
skich, jak: ‘KazPliszka’, ‘Brigitta Blue’, ‘Bluecrop’
i ‘Draper’ wytwarzato atrakcyjne i smaczne owoce
oraz mialy takze wysoka zawartos$¢ ekstraktu i wit.
C. Nalezy podkresli¢, ze w naszych badaniach
niektore wyselekcjonowane pojedynki dorownywa-
ly lub troche przewyzszaty odmiany rodzicielskie
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pod wzgledem jakosci owocOw w ocenie senso-
rycznej i instrumentalne;.

Whioski z prowadzonych badan

— Ocena fenotypowa siewek borowki wysokiej
rosngcych w doswiadczeniu polowym wska-
zuje na duze ich zroznicowanie pod wzgledem
ocenianych cech uzytkowych (sita wzrostu,
pokrdj roslin, intensywnos$¢ kwitnienia, plono-
wanie i masa OWocoOw).

— Badane odmiany rodzicielskie borowki wyso-
kiej ro6znig si¢ zdolnoscig kombinacyjng (efek-
ty GCA 1 SCA) dla w/w cech uzytkowych.

— Oszacowane wartosci efektow GCA dla 12
wybranych odmian rodzicielskich borow-
ki wysokiej oraz efektow SCA dla 35 rodzin
mieszancowych przyjmuja wartosci dodatnie
i yjemne. Zatem odmiany te, uzyte w progra-
mach krzyzowan, mogg przyczyni¢ si¢
do poprawy lub pogorszenia wartosci analizo-
wanych cech u potomstwa.

— Zastosowanie techniki molekularnej SSR-PCR
umozliwia uzyskanie bogatej biblioteki frag-
mentow polimorficznych, ktore sa uzytecz-
ne w dalszych pracach nad zrdéznicowaniem
i oceng pokrewienstwa odmian (genotypow)
borowki wysokiej.

— Otrzymany dendrogram rodowodowy stanowi
cenne wskazowki przy doborze komponentow
(form) rodzicielskich do tworzenia nowych
odmian tego gatunku.

— Opracowane ,,metki identyfikacyjne” moga
by¢ wykorzystane do potwierdzenia statusu
mieszancow uzyskanych w wyniku krzyzowa-
nia wybranych form rodzicielskich.

— Wybrane genotypy boréwki wysokiej moga
by¢ z powodzeniem wegetatywnie rozmnaza-
ne w kulturach in vitro oraz ex vitro (sadzonki
zielne).

— Jednoroczne rosliny testowanych genotypow
boréwki wysokiej rozmnazane in vitro rosna
troche silniej nize uzyskane ex vitro z sadzonek
zielnych.

— Owoce badanych pojedynkow i odmian rodzi-
cielskich borowki wysokiej r6znig si¢ w ocenie
sensorycznej (atrakcyjno$¢ i smak) oraz instru-
mentalnej (zawarto$¢ ekstraktu i witaminy C).
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Badania nad mozliwoscig poszerzenia zmiennosci

genetycznej maliny wilasciwej (Rubus idaeus) pod
wzgledem pory dojrzewania i jakosci owocow

The research on the possibility of extending the genetic variability of red raspberry
(Rubus idaeus) in terms of different ripening time and fruit quality

Agnieszka Masny *, Danuta Kucharska, Monika Mieszczakowska-Frac,

Anita Kuras, Edward Zurawicz

Instytut Ogrodnictwa, ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96—100 Skierniewice,
P4 e-mail: agnieszka.masny@inhort.pl, tel. 46 8345273; 501622880

Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr decyzji HOR.hn.802.4.2019,

Zadanie nr 75.

Stowa kluczowe: hodowla maliny, odmiany maliny, siewki maliny

W zasobach genetycznych Instytutu Ogrod-
nictwa znajduje si¢ wiele genotypéw maliny
wlasciwej (Rubus idaeus), roznigcych si¢ wieloma
cechami biologicznymi, waznymi z uzytkowe-
go punku widzenia. Celem prowadzonych badan
jest weryfikacja hipotezy zaktadajacej, ze metoda
hodowli konwencjonalnej mozliwe jest poszerze-
nie istniejacej zmiennosci genetycznej w obrebie
tego gatunku, poprzez wykorzystanie potencjatu
genetycznego wybranych odmian maliny wtasci-
wej, pochodzacych z réznych regionéw geogra-
ficznych $wiata.

Materiaty i Metody

Dla uzyskania celu badan wykonano cztery
szczegdlowe tematy badawcze, w ramach ktorych
oceniono populacje siewek nalezacych do 55
rodzin mieszancow. Otrzymanych ze skrzyzo-
wania w roku 2014 w uktadzie diallelicznym (II
metoda Griffinga), oraz ich 10 form rodziciel-
skich (‘Canby’, ‘Glen Ample’, ‘Laszka’, ‘Polana’,
‘Polka’, ‘Radziejowa’, ‘Schénemann’, ‘Sokoli-
ca’, ‘Veten’, ‘Willamette’). Oceniano nastepujace
cechy roslin: plon, atrakcyjno$¢, wielkos¢ i barwa
owocow, kolczastos¢ pedow oraz wysokosé
1 pokrdj krzewow (Temat 1). W kulturach in vitro
oceniono mozliwos¢ rozmnozenia 10 pojedynkow
maliny wlasciwej, wyselekcjonowanych w latach
20162018 (Temat 2). Z wykorzystaniem metod
spektrofotometrycznych 1 chromatograficz-
nych wykonano analizy chemiczne owocow 40

najcenniejszych klonow i ich form rodzicielskich
(Temat 3). Metoda SSR przeprowadzono anali-
zy molekularne wybranych 10 klonéw maliny
wlasciwej (dla potwierdzenia ich mieszancowe-
go statusu) i opracowano ich profile genetyczne
»DNA-fingerprinting” (Temat 4).

Wyniki i Dyskusja

Stwierdzono, ze badane populacje roslin
maliny wlasciwej — siewki oraz ich formy rodzi-
cielskie, bardzo r6znig sie pod wzgledem ocenia-
nych cech fenotypowych oraz ze siewki badane;
populacji mieszancow w réznym stopniu tacza
cechy fenotypowe form rodzicielskich, tworzac
genotypy o innowacyjnych cechach. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze mozliwe jest polaczenie
w jednym genotypie zdolnosci do wytwarzania
wysokiej jakosci owocoéw, zdolnosci do letnio-
jesiennego owocowania, bezkolcowosci pedow,
matej podatnos$ci na choroby i szkodniki oraz
wysokiego stopnia samoptodnosci (Zurawicz,
2016; Zurawicz i in., 2018). Najwartosciowsze
pojedynki (o innowacyjnych cechach w stosunku
do uzytych form rodzicielskich) zostaty rozmno-
zone (rozklonowane) i posadzone w kolek-
cji klonow. Klony te owocowaty w roku 2019,
co umozliwito dokonanie ich oceny fenotypo-
wej i zebranie reprezentatywnych prob owocow
dla wykonania oceny ich jako$ci wewnetrznej
(analiz chemicznych).

Badano mozliwos¢ szybkiego rozmnozenia
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in vitro 10 pojedynkow malin, wyselekcjonowa-
nych w 2017 roku. Stwierdzono, ze liczba wypa-
dow pakow inicjalnych wahata si¢ od 16,7 do 77,2
procent. Odsetek pakéw inicjalnych, ktory pozostat
w kulturach in vitro do dalszego namnazania, zale-
zat przede wszystkim od genotypu, a takze od pory
pobierania pakow. Najstabiej przebiegata izolacja
w miesigcach styczen-marzec z pakow zimowych.
Wiele z nich miato zawigzki kwiatostandw i te paki
zamieraly po przeniesieniu do warunkdéw in vitro.
Ponadto, wiele z nich miato objawy szklistosci.
Bardziej efektywne byly izolacje w miesigcach
maj-czerwiec, kiedy paki wierzchotkowe sg dobrze
wyksztalcone. Wplyw genotypu zaznaczat si¢
silnie réwniez na etapie namnazania kultur oraz
ukorzeniania. Widoczne byty bardzo duze rdéznice
w potencjale rozmnozeniowym genotypow tzw.
‘tatwych’, z ktorych uzyskanie pedow z przezna-
czeniem do ukorzeniania nie sprawiato wickszych
trudnosci, takich jak pojedynki 297, 325, 395 oraz
genotypow ‘opornych’, takich jak 381, 388, 400
czy 403. Jednak dla wigkszos$ci genotypow uzyska-
nie dostatecznej liczebnosci pedow, przydatnych
do ukorzeniania wymagato 2—3 pasazy na pozywce
do namnazania pedoéw. Wspotczynnik namnazania
wahat si¢ od 0,8 do 3,9 peddéw z jednego eksplanta-
tu. Efektywno$¢ ukorzeniania in vitro i aklimatyza-
cji byla zalezna od genotypu i wahata si¢ od 63,5%
do 91,2%, ale wykazano, ze badane genotypy mozna
dos¢ tatwo rozmnozy¢ i wlaczy¢ do dalszych badan.

Analizy chemiczne owocow 40 klonéw mali-
ny wiasciwej, otrzymanych z rozmnozenia najlep-
szych pojedynkow, wyselekcjonowanych wczesniej
z populacji siewek i ich form rodzicielskich wyka-
zaly, ze badane genotypy byly zréznicowane pod
wzgledem zawartosci badanych zwigzkdéw chemicz-
nych w owocach. Zawarto$¢ ekstraktu badanych
owocow maliny miescita si¢ w przedziale 9 — 15
°Bx, przy czym wigkszo$¢ genotypoéw posiadata
ekstrakt w zakresie 10—11 °Bx (31 probek). Najwig-
cej ekstraktu stwierdzono w owocach klonow
403 i 271 oraz odmiany ‘Willamette’. Zawartos¢
polifenoli ogétem miescita si¢ w przedziale 298
— 543 mg/100 g, przy czym najwyzsza zawartosé
polifenoli stwierdzono w owocach klonu nr 207,
a nastgpnie nr 341. Srednia zawarto$é¢ polifenoli
ogotem w owocach badanych czterdziestu genoty-
poéw wynosita 388 mg/100 g, przy czym zawartos¢
zwigzkow fenolowych w owocach 20 genotypow
byla wyzsza od tej wartoSci $redniej. Zawartos¢
antocyjanbw w badanych owocach miescila si¢
w zakresie 2-93 mg/100 g. Srednia warto$¢ anto-
cyjanéw w owocach badanych genotypéw wynosi-
fa 41 mg/100 g; w owocach 22 badanych klonow
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wykazano zawarto$¢ antocyjanéw powyzej warto-
sci $redniej. Najwyzsza zawartos$cig antocyjanow
odznaczaty si¢ owoce klonunr 341. Kwas cytrynowy
byl dominujagcym kwasem organicznym w owocach
badanych klonow maliny, jego zawartos¢ ksztatto-
wala si¢ na poziomie 1065-2509 mg/100 g. Najwie-
cej kwasu cytrynowego zawieraly owoce klonow
nr 317 i nr 336 oraz odmian ‘Polana’ i ‘Polka’.
Zawarto$¢ kwasu jabtkowego w malinach miescilta
si¢ w przedziale 34 — 99 mg/100 g, najwicksza jego
zawarto$cig odznaczaty si¢ owoce klonéw nr 336,
400, 42 1 412 oraz odmian ‘Willamette’ i ‘Poemat’.
Zawarto$¢ kwasu askorbinowego w owocach bada-
nych genotypow byta na poziomie 12-46 mg/100
g. Sposrdd badanych genotypdéw, w owocach 14
klonéw stwierdzono wyzsza zawarto$¢ kwasu
askorbinowego, w poréwnaniu do wartosci $red-
niej, ktora wynosita 21 mg/100 g. Najwiecej kwasu
askorbinowego zawieraly owoce klonu nr 95.
W owocach odmiany ‘Radziejowa’ oraz genotypow
o nr 341, 387 i 400 stwierdzono wyzsza zawar-
tos¢ polifenoli ogoétem, antocyjanow, jak i kwasu
L-askorbinowego w poréwnaniu do warto$ci $red-
nich tych zwigzkow, uzyskanych dla wszystkich
badanych préb. Wykonujac krzyzowanie istnie-
jacych odmian maliny mozna wigc uzyskaé nowe
genotypy, ktore pod wzgledem zawartosci sktad-
nikow bioaktywnych beda przewyzsza¢ odmiany
rodzicielskie.

Przeprowadzano 1.562 reakcje amplifikacji,
w ktorych wygenerowano 174 amplikony, w tym 170
polimorficznych. Wykazano, ze dhugos¢ uzyskanych
amplikonow wahata si¢ od 110 do 520 pz. Kazdy
ztestowanych genotypow zostat oceniony na podsta-
wie 7-10 charakteryzujacych go fragmentéw DNA.
Status mieszanca z planowanego zapylenia potwier-
dzono dla wszystkich testowanych genotypow.
Okres$lono rowniez procentowy udziatl amplikondw
pochodzacych od formy matecznej, ktory wynosit
od 100 do 27%. Ponadto oszacowano procentowy
udzial alleli pochodzacych od formy ojcowskiej,
wynosit on od 73 do 25%. Najwyzszy udziat frag-
mentdéw DNA charakterystycznych dla formy
matecznej obserwowano na matrycy DNA wydzie-
lonych z genotypu nr 6 (‘Polana’ x ‘Schonemann’),
najnizszy zas$ dla genotypu nr 279 (‘Radziejowa’ x
‘Schonemann’). Dla wszystkich testowanych geno-
typow opracowano ich profil genetyczny ,,DNA-fin-
gerprinting” metodg SSR z wytypowanymi 5 parami
oligonukleotydow.

Whniosek

U gatunku Rubus idaeus (malina wlasciwa)
istnieje mozliwo$¢ poszerzenia istniejacej zmien-
nos$ci genetycznej pod wzgledem wielu cech
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fenotypowych i jakosci owocow, przy wykorzy- of drupelets in the fruits of red raspberry (Rubus idae-

staniu odmian pochodzacych z réznych regionow us L.). Acta Hortic. 1133: 145-151; DOT 10.17660/Acta

geograficznych §wiata (zréznicowanych genetycz- Hortic. 2016.1133.22.

nie). Zurawicz, E., Studnicki, M., Kubik, J., Pruski, K. (2018). A
careful choice of compatible pollinizers significantly

Literatura improves the size of fruits in red raspberry (Rubus idaeus
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Analiza czynnikéw warunkujgcych organogeneze
agrestu (Ribes grossularia L.) w kulturach in vitro
I in vivo oraz ocena genetyczna i fenotypowa

otrzymanego materiatu

The analysis of factors determining in vitro and in vivo organogenesis of gooseberry
(Ribes grossularia L.), genetic and phenotypic assessment of obtained material

Danuta Kucharska ™, Danuta Woéjcik, Aleksandra Trzewik, Teresa
Orlikowska, Angelika Niewiadomska-Wnuk

Instytut Ogrodnictwa Skierniewice,
< e-mail: danuta.kucharska@inhort.pl, tel. 46 8345506

Badania podstawowe na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej na podstawie rozporzqdzenia
Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015 r. (Dz. U. poz. 1170, z pozn. zm.). Zadanie nr 79.

Stowa kluczowe: agrest, DNA, kultury in vitro, organogeneza, polimorfizm,

Temat 1.

Obserwacja roslin w doswiadczeniu odmia-
nowo-porownawczym i wykonanie oceny fenoty-
powej w warunkach in vivo.

Cel

Obserwacje 1 ocena fenotypowa ro$lin
rozmnozonych w kulturach in vitro i tradycyjnie,
rosngcych w doswiadczeniu odmianowo — porow-
nawczym, w warunkach polowych.

Opis wynikow

Materiat do badan stanowity mlode roslinny
15 genotypdw agrestu, rozmnozone w kulturach
in vitro oraz tradycyjnie, rosnace w do$wiad-
czeniu odmianowo-porownawczym. Wigkszos¢
ros$lin byla w dobrej kondycji po zimie. Para-
metry wzrostu wskazuja, ze silniej rosty krze-
Wy rozmnozone in vitro. Przyrost wysokosci
i szeroko$ci krzewow z in vitro byt od 2,5 do 3
razy wigkszy w pordwnaniu do rozmnazanych
przez sadzonki zielne. Liczba peddéw w roslinach
z in vitro byta dwukrotnie wicksza w porownaniu
do rozmnozonych tradycyjnie. Procent krzewow
z owocami byt znacznie wyzszy u roslin mnozo-
nych tradycyjnie.

Whnioski

— Przyrost wysokosci i szerokosci oraz liczba
pedow agrestu in vitro byty od 2 do 3 razy
wicksze w pordéwnaniu do rozmnazanych
przez sadzonki zielne.

— Niezaleznie od metody rozmnazania
najwigksze porazenie przez amerykanskiego

maczniaka agrestu stwierdzono u odmia-
ny ‘Biaty Triumf, * a przez antraknozg lisci
na genotypach: ‘Bialy Triumf’, ‘Hinnonmaki
Rot’, 86 oraz 117.

Temat 2.

Okreslenie wptywu mikrorozmnazania agre-
stu na zachowanie jednorodno$ci genetycznej
1 powstawanie zmiennosci somaklonalnej w obre-
bie gatunku.

Cel

Analiza zmienno$ci somaklonalnej 5 genoty-
pow agrestu przy uzyciu techniki AFLP i przygo-
towanie preparatdw DNA do analizy zmiennosci
somaklonalnej kolejnych 5 genotypow.

Opis wynikow

Przeprowadzono analiz¢ zmiennosci gene-
tycznej 13—15 ro$lin in vitro oraz rosliny mateczne
pigciu odmian agrestu. Liczba produktow gene-
rowanych przez pary starteréw AFLP wahata si¢
od 33 do 108, srednio wynosita 52,2. Najwyzsza
z DNA ro$lin ‘Hinnonmaki Rot’ (300), a najmnie;j-
sza z odmian ‘Hinsel’ i ‘Resika’ (262). Zmien-
no$¢ genetyczna analizowana metoda AFLP
w ro$linach z in vitro roznita si¢ dla poszczegol-
nych odmian i wahata si¢ od 1,03% dla odmia-
ny ‘Captivator’ do 10,3% w przypadku odmiany
‘Hinsel’, w przypadku tej odmiany reakcje AFLP
-PCR ze wszystkimi parami starterow generowaty
produkty polimorficzne. Dla pozostatych odmian
produkty polimorficzne uzyskano w reakcji z 23
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parami starterow.

Whioski

— Potwierdzono skuteczno$¢ techniki AFLP
w detekcji stopnia zmiennosci somaklonalnej
u agrestu generowanej przez kultury in vitro,
ktory roznit si¢ w zaleznosci od odmiany.

— Odmiany ‘Captivator’, ‘Invicta’, ‘Hinnonmaki
Rot’ i ‘Resika’ wykazujg stabilno$¢ genetyczna
w kulturach in vitro. Zastosowanie opracowanej
metody rozmnazania in vitro agrestu pozwala
uzyskac rosliny jednorodne genetycznie.

— Odmiana ‘Hinsel’ charakteryzuje si¢ wyzszym
stopniem zmienno$ci w kulturach in vitro.

— Zastosowanie komercyjnych zestawow
do izolacji genomowego DNA pozwala
na uzyskanie preparatdw DNA przydatnych
do dalszej analizy AFLP.

— Wydajnos¢ izolacji genomowego DNA oraz
czysto§¢ preparatow jest uzalezniona od
odmiany.

Temat 3

Analiza polimorfizmu DNA genotypow agrestu
przy uzyciu techniki RAPD i ISSR.
Cel

Analiza jednorodno$ci genetycznej sadzonek
in vitro 1 wegetatywnych 5 genotypow agrestu
z zastosowaniem markeréw ISSR.
Opis wynikow

Izolacja genomowego DNA z lisci 5 genotypow
agrestu (sadzonki in vitro 1 wegetatywne, ro§liny
mateczne) przy uzyciu trzech zestawow komer-
cyjnych DNeasy® Plant Mini Kit, NucleoSpin®
96 Plant kit i DNA Plant/Fungi DNA Isolation Kit
pozwolita na uzyskanie DNA o stezeniu od 7,8
do 55,1 ng/pl i warto$ci wspotczynnika 260/280
nm od 1,61 do 2,00. W wyniku analizy ISSR-PCR
z piecioma starterami dla 5 badanych genotypow
uzyskano tacznie 2294 produktéw amplifikacji,
z czego 64 (2,8%) produktow byto polimorficz-
nych. Wielko$ci otrzymanych produktow ampli-
fikacji wahaty si¢ w granicach 250 — 2900 pz,
w zaleznosci od startera i odmiany. Zastosowane
startery réznity sie w ilosci generowanych produk-
tow PCR, ich liczba w odmianie ‘Invicta’ wahata si¢
od 42 dla startera 834 do 168 dla startera 849. Anali-
za ISSR-PCR wskazata na rézny stopien polimor-
fizmu wsrod badanych genotypow, od jego braku,
w przypadku odmian ‘Hinnonmaki Rot’ i ‘Resika’,
do 11,6% dla odmiany ‘Hinsel’.
Whioski
— Zastosowane komercyjne zestawy do izolacji

genomowego DNA sg efektywne w uzyskiwaniu
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preparatdow DNA z li§ci agrestu o stezeniu i jako-
$ci odpowiedniej do analizy technika ISSR.

— Potwierdzono skuteczno$¢ techniki ISSR
w uzyskaniu markeréw pozwalajacych na iden-
tyfikacje pieciu genotypdw oraz w detekcji poli-
morfizmu DNA dla trzech odmian.

Temat 4

Wplyw  zastosowanych warunkow  kultury
na wydajnos$¢ procesu fotosyntezy u mikrosadzonek
agrestu w kulturach in vitro oraz warunkach szklar-
niowych.

Cel
Ocena parametréw fizjologicznych oraz aktyw-

nos$ci fotosyntetycznej peddw in vitro oraz ex vitro

po zastosowaniu réoznych cytokinin.

Opis wynikow
Materialem badawczym byly ukorzenione

mikrosadzonki odmian agrestu ‘Invicta’ i ‘Pax’, oraz

klonow hodowlanych 2/33 i 102, po zastosowaniu
pozywek do namnazania, z dodatkiem cytokininy

BAP lub meta-Topoliny. Wzrost peddéw in vitro na

pozywce z BAP byl mniej intensywny dla wszyst-

kich badanych genotypoéw agrestu. Widoczne
byto zoétkniecie lisci i nekrozy pedéw. W pedach
mnozonych na pozywce z BAP poziom etylenu byt
wyzszy dla wszystkich genotypéw w poréwnaniu
do meta-Topoliny. Zaznaczyt si¢ wplyw rodzaju
cytokininy na zawarto$¢ cukrow rozpuszczalnych,
ktorych poziom byt wyzszy w pedach mnozonych na
pozywce z meta-Topoling dla wszystkich badanych
genotypow agrestu. Rowniez w warunkach ex vitro
zaznaczylt si¢ nastgpczy wpltyw rodzaju cytokininy
na zawarto$¢ chlorofilu, ktéry byt wyzszy u wszyst-
kich genotypow po pozywce z meta-Topoling.

Uzyskane w badaniach wartosci parametréw Fv/Fm

na poziomie 0,82 dla klonu 102 i 0,81 dla odmia-

ny ‘Pax’ niezaleznie od rodzaju pozywki wskazuja

na do$¢ wysoki potencjat fotosyntetyczny mikrosa-

dzonek agrestu. Jedynie w odmianie ‘Invicta’ para-

metr ten wykazywatl wartosci nizsze. Zaznaczyla

si¢ tendencja korzystnego wplywu meta-Topoliny

na ten wybrany parametr u wszystkich genotypow.
Whnioski

— Rodzaj uzytej cytokininy ma wptyw na wybra-
ne parametry fizjologiczne mikrosadzonek
agrestu, zaro6wno w kulturach in vitro jak
i warunkach ex vitro.

— Pedy in vitro mnozone na pozywce
z meta-Topoling wydzielaly mniej etylenu,
mialy wigksza zawartos¢ cukrow rozpuszczal-
nych i chlorofilu oraz wykazywaly wigksza
aktywnos¢ aparatu fotosyntetycznego.
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Stowa kluczowe: mapa genetyczna, marker, porzeczka czarna, wielkopakowiec porzeczkowy

Wielkopakowiec porzeczkowy (Cecidophy-
opsis ribis), najgrozniejszy szkodnik w upra-
wie czarnej porzeczki, jest wektorem rewersji
porzeczki czarnej (BRV — Black Currant Reversion
Virus), ktora redukuje plon, prowadzac w konse-
kwencji do likwidacji plantacji (Pluta i Zurawicz,
2002; Labanowska i in., 2015). Ograniczanie
liczebnosci populacji wielkopgkowca porzecz-
kowego oraz pozyskanie odmian porzeczki czar-
nej o zwiekszonej odpornosci na szpeciela i BRV
sa niezwykle istotne dla praktyki ogrodnicze;j.
Wiele jednostek naukowych w Europie zajmuje
si¢ badaniami nad identyfikacjg markerow mole-
kularnych, sprzezonych z dwoma odrebnymi
typami odpornosci Ce i P. Zroédlem odpornosci
typu Ce w w/w badaniach jest agrest (R. grossu-
laria), a typu P — R. nigrum ssp. Sibiricum (Bren-
nan i in. 2008; Mazeikiene i in. 2012). Réwniez
w Instytucie Ogrodnictwa w Skierniewicach
prowadzone sg badania dotyczace poszukiwania
sprzezen migdzy odpornoscia, a zlokalizowaniem
warunkujacych ja fragmentow genomu na mapie
genetycznej porzeczki czarne;j.

Cel badan prowadzonych w 2019 roku:

— ocena polimorfizmu w grupach sprzezen
obejmujacych regiony zwigzane z cechg
odpornosci porzeczki na C. ribis, oparta
na metodzie sekwencjonowania

— zageszczanie kolejnych grup sprz¢zen mapy
genetycznej odmian ‘Ceres’ 1 ‘Bona’

— okreslenie korelacji genotypowo-fenotypo-
wych w celu identyfikacji fragmentow DNA
regulujacych ceche odpornosci na C. ribis
oraz weryfikacja wytypowanych sekwencji
markerowych pod katem ich przydatnosci
do selekcji genotypoéw odpornych i podat-
nych na wielkopgkowca porzeczkowego.

Material i Metody

Material badawczy do analiz molekularnych
stanowily rosliny pochodzace z kolekcji 10 (100
ro$lin) i rodziny mieszancow ‘Ceres’ x ‘Bona’,
poddane corocznej ocenie fenotypowej pod
wzgledem stopnia zasiedlenia przez wielkopa-
kowca.

Wyniki

Do monitorowania regionéw  genomu
porzeczki czarnej uzyto markerow mikrosatelitar-
nych z dostepnych map genomowych (Brennan
i in. 2008; Mazeikiene i in. 2012), bazujacych
na reakcji PCR ze starterami komplementarny-
mi do unikalnych sekwencji flankujacych moty-
wy satelitarne. Oceng polimorfizmu w grupach
sprzezen obejmujacych regiony Ce i P dwunastu
genotypow Ribes (kolekcja 10), zroznicowanych
pod wzgledem odpornosci na C. ribis, opar-
to na sekwencjonowaniu matryc DNA. Analize
sekwencji przeprowadzono przy uzyciu progra-
mu komputerowego CEQ 8000 software v.9.0.
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Analiza poréwnawcza wykazala zroznicowanie
uktadu sekwencji amplikonow genotypow odpor-
nych 1 wrazliwych. Do uzyskanych sekwencji
zaprojektowano specyficzne oligonukleotydy:.

W nastepnym etapie badan skupiono si¢
na zagegszczaniu mapy genetycznej porzeczki czar-
nej odmian ‘Ceres’ i ‘Bona’ uzyskanej w latach
2017-2018. Konstrukcje mapy oparto tacznie
na 30 markerach SSR zlokalizowanych na mapach
referencyjnych rodzaju Ribes (Brennan i in. 2008;
Mazeikiene i in. 2012). Na podstawie analizy
profili markerow SSR wytypowanych dla geno-
typow rodzicielskich i 149 mieszancow ‘Ceres’
x ‘Bona’, zidentyfikowano 229 alleli polimor-
ficznych, segregujacych dla genotypéw mieszan-
cowych. W 2019 roku mapa genomu porzeczki
wzbogacona zostata o 52 allele. Mapa genetyczna
genomu odmiany ‘Ceres’ zawierala 76 loci rozlo-
kowanych w obrebie 15 grup sprzg¢zen, homolo-
gicznych do chromosomoéw I, II, II1, IV, V, VI i VII
genomu porzeczki czarnej, o tacznej dlugosci 476
cM. Natomiast na sporzadzonej mapie genomu
odmiany ‘Bona’ zlokalizowano 69 alleli marke-
réow SSR sprzezonych w 16 grupach wykazujacych
homologi¢ z opublikowanymi dotychczas mapami
referencyjnymi porzeczki czarnej (Ribes nigrum)
w obrebie LG1, LG2, LG3, LG4, LGS, LG6 1 LG7,
o lacznej dlugosci 527cM. Jednocze$nie zaobser-
wowano, ze loci oraz kolejnos¢ zidentyfikowanych
alleli wprowadzonych na mape markerow SSR
nieznacznie roznity si¢ w poréwnaniu do loci tych
samych markerow zlokalizowanych na mapach
referencyjnych.

Oceng stopnia korelacji genotypowo-fenotypo-
wych (analiza QTL) pomiedzy cechg odpornosci
na wielkopakowca porzeczkowego, a potozeniem
markerow SSR na sporzadzonej w latach 2017-2019
mapie genetycznej populacji ‘Ceres’ x ‘Bona’ prze-
prowadzono przy uzyciu programu MapQTL 6.0.
Najsilniejsza wspotzaleznos¢ pomiedzy cechg
odpornosci na wielkopgkowca a analizowanymi
markerami genomu odmiany ‘Bona’ odnotowano
w regionie LG4, natomiast w przypadku odmiany
‘Ceres’ w regionie LG1.

Ostatni etap badan prowadzonych w 2019 roku
dotyczyt poszukiwania markeréw sprzezonych
z genami Ce i P, ktére umozliwityby charaktery-
styke genotypow rodzaju Ribes, zré6znicowanych
pod wzgledem odpornosci na wielkopakowca
porzeczkowego. Na 100 wytypowanych do badan
genotypach przeprowadzono weryfikacje 10 marke-
réow SCAR pod katem ich przydatnosci do selekcji

226

genotypow odpornych i podatnych na C. ribis.
Na obecnym etapie badan, przeprowadzone przez
nas wstepne badania weryfikujace wytypowane
sekwencje markerowe, nie potwierdzity ich przy-
datnosci do selekeji genotypow odpornych i wrazli-
wych na wielkopgkowca porzeczkowego.

Whnioski

— Wyniki badan dotyczace oceny polimorfizmu
fragmentéw roéznicujacych genotypy rodzaju
Ribes (odporne/podatne) uzyskane na matry-
cach DNA roslin wybranych z kolekcji stano-
wig podstawe bazy sekwencji sprz¢zonych
z cecha odpornosci na C. ribis.

— Na podstawie uzyskanych wynikoéw mozna
stwierdzi¢ brak pelnej kolinearnosci uzyska-
nej mapy z mapa referencyjng. O zjawisku tym
Swiadczy fakt, ze wygenerowane grupy sprze-
zen LG1, LG2, LG3, LG4, LGS, LG6 1 LG7
wykazuja homologi¢ z chromosomami I, I1, III,
IV, V, VI i VII map referencyjnych, niemniej
odnotowano zmiany w lokalizacji oraz kolej-
nosci sekwencji alleli.

— Analiza regionow QTL badanych genomoéw
porzeczki czarnej wskazuje na istotne korela-
cje zlokalizowanych na mapie markeréw SSR
z genami warunkujacymi odporno$¢ na wiel-
kopakowca porzeczkowego.

— Na podstawie uzyskanych wynikow nie stwier-
dzono korelacji miedzy testowanymi marke-
rami a cechg odpornosci na wielkopakowca
porzeczkowego.
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Celem tematu byta analiza fenotypowa
17 podktadek jabtoni z kolekcji IO w opar-
ciu o ocen¢ nasilenia reakcji obronnej bada-
nych ro§lin po przemrozeniu oraz ocena zmian
ekspresji genow kandydujacych (CG) (qPCR),
wytypowanych na podstawie sekwencjonowania
transkryptomu dwoéch podkladek wzorcowych
i zweryfikowanych dla 15 innych z kolekcji Insty-
tutu dla poszerzenia dotychczasowej bazy marke-
ro6w mrozoodpornosci.

Badania fenotypowe prowadzono na pod-
ktadkach jabtoni: P 2, P 14, P 16, P 22, P 59, P 60,
P 66, P 67, P 68, M.7, M.9, M.26, MM.106, CG
11, CG 16, PB-4 i Antondéwka (seria P — hodow-
la polska, M/MM —Wielka Brytania, CG — USA,
PB-4 —Bialorus, Antonéwka — Rosja) sztucz-
nie przemrazanych w komorze BINDER GmbH
(temp: -10°C, -12°C i -14°C). Proby kontrolne
stanowily podktadki nie traktowane ww. tempe-
raturami.

Oceng stopnia reakcji badanych obiektow
po zastosowaniu niskich temperatur, przepro-
wadzono w uktadzie genotyp/podktadka/tempe-
ratura. Dla wszystkich badanych podktadek
wykonano pomiary: $rednicy pedu przewodni-
kowego podktadki (mm), stopnia regeneracji
podktadek (skala 1-5); wysokosci pedu prze-
wodnikowego podktadki (cm); dtugosci przyro-
stow jednorocznych (cm); $wiezej masy korzeni
podktadek (g).

W przeprowadzonym dos$wiadczeniu zaob-
serwowano, ze zadna z zastosowanych ujemnych
temperatur nie spowodowata §mierci catej puli
podkladek reprezentujacych wszystkie badane
genotypy, niemniej kondycja roslin traktowanych
byta stabsza niz roslin kontrolnych.

Podktadki P 66, P 67 i P 68 wykazywaty stab-
szg reakcje na przemrazanie niz standardowe M.9
i M.26. Dla tych podktadek odnotowano wick-
szy przyrost i $rednice pedu przewodnikowego,
wieksza dtugos$¢ pedow bocznych, a takze wiek-
sza $wieza mase korzeni niz dla podktadek M.9
i M.26.

Bazujac na warto$ciach $rednich badanych
parametrow dla trzech temperatur w obrebie
ocenianych podktadek mozna wyrdézni¢ dwie
grupy — mniej i bardziej wrazliwe na przema-
rzanie. Do pierwszej grupy zakwalifikowa-
no podktadki P 59, P 60, P 66, P 67, P 68, M.7,
MM.106, PB-4 i Siewke Antonowki, a do grupy
drugiej podktadki P2, P 14, P 16, P22, CG 11, CG
16, M.9 1 M.26.

Odczyty sekwencji transkryptomow genow
o zroznicowanej ekspresji oraz réznym typie
regulacji  (up/down regulation), uzyskanych
z eksperymentéw RNAseq (2015 — 2018) podda-
no weryfikacji metoda qPCR. W tym celu,
z tej samej puli 17 podktadek, do oceny zmian
ekspresji genéw kandydujacych (CG) (qPCR)
zachodzacych w podktadkach wzorcowych oraz
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w podktadkach z kolekcji Instytutu, wyizolowa-
no matryce RNA (Zeng i1 Yang 2000). Catkowite
RNA (1pg) poddano transkrypcji do stabilnego
cDNA (AffinityScript QPCR ¢DNA Synthesis Kit,
Agilent). Do amplifikacji fragmentow dscDNA
uzyto par oligonukleotydow zaprojektowanych dla
30 adnotowanych genow (EST, analiza transkryp-
tomu NGS 2017 i 2018) o zréznicowanej ekspresji
w genomach wzorcowych podktadek jabtoni trakto-
wanych niskimi temperaturami.

W pierwszym etapie badan przeprowadzono
oceng zmian profilu 15 fragmentow EST (RNAseq
2017) w genomach 17 podktadek jabtoni. Wytypo-
wane sekwencje genow koduja: biatko z rodziny
auksyn odpowiedzialnych za regulacj¢ procesow
ro$linnych w okresie ich spoczynku (dormancy),
(Md285927, Md32326), komponenty bton komor-
kowych oraz bialka uczestniczace w transporcie
miedzy- 1 wewnatrzkomérkowym makroczaste-
czek 1 jonow (Md432351, Md818613, Md240736,
Md139165, Md165140, Md247173, Md843015,
Md312901), biatka z grupy hydrolaz o funkcji
wigzania kationdw — uczestniczace w metabolizmie
wody (Md222724, Md425030), biatko uczestni-
czagce w odpowiedzi komorek na czynniki stresu
(Md835497), biatko uczestniczace w produkcji
1 przemianie farnesanu (Md668869), ktory bierze
udziat w utrzymaniu osmozy komorkowe;.

Na podstawie przeprowadzonej oceny zmian
profili ekspresji badanych EST zaobserwowa-
no: wzrost ilosci transkryptu gendéw o adnotacji
Md285927 oraz Md312901 w podktadkach wraz-
liwych (M.9, MM106, CGl1, PB4) po zasto-
sowaniu odpowiednio temp. przemrazania -14
i -12°C. Ponadto spadek aktywnosci transkryptow
w podktadkach tolerancyjnych P 66, P 60, P2, CG16
odnotowano dla genow o adnotacjach Md8343015,
Md247173, Md385927, Md139165 i Md668869
po zastosowaniu temp. -10 i -14°C, natomiast
wzrost ekspresji badanych gendw w tej samej puli
przemrazanych podktadek zaobserwowano w przy-
padku genéw Md425030, Md222724, Md32326,
Md163192. W wyniku analizy przeprowadzo-
nej dla genu o adnotacji Md165140 odnotowano
spadek ilosci transkryptu u podktadek wrazliwych
MM106, Antondwka, M.9 potraktowanych temp.
-10°C, natomiast silny wzrost poziomu transkryp-
tow genow Md318613 oraz Md240736 oszacowano
dla puli wszystkich badanych podktadek traktowa-
nych temp. -14°C.

W drugim etapie badan przeprowadzono
ocen¢ zmian w profilu ekspresji kolejnych 30
EST (RNAseq 2018). Oceng ta przeprowadzo-
no dla podktadek wzorcowych: wrazliwej M.9
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i tolerancyjnej P 60.

Wytypowane do badan geny: biorg udziat
w wigzaniu kationdw regulujagcych reakcje
chemiczne (Md280910 i Md154241); koduja biat-
ka blon komoérkowych oraz biatka transportowe
(Md258197, Md141228, Md135041, Md241358,
Md893990, Md786461, Md496872, Md228548,
Md198091, Md255592, Md137638); koduja biat-
ka z grupy hydrolaz, zawartych réwniez chloro-
plastach, (Md280910, Md154241, Md352930) jak
rowniez biatka receptorowe blony komorkowej
(Md773609) oraz biatka aktywowane podczas
czynnikow abiotycznych i uczestniczace w regula-
cji komérkowych systemow naprawczych (Velasco
iin. 2010, Baiiin. 2014)

Analiza sekwencji deEST wytypowanych
z ceksperymentu RNA-seq (sezon V), przepro-
wadzona dla podktadek wzorcowych M.9 (W)
oraz P 60 (T) pozwolita na zidentyfikowanie
grupy gendéw podlegajacych inhibicji (Md141228,
Md496812) oraz silnej aktywacji (Md467354,
Md515106, Md629440, Md836749, Md920349)
u obu przemrazanych podktadek.

Dla podktadki wrazliwej M.9 traktowanej
temperaturg -10°C  zaobserwowano aktywacje
gené6w o adnotacjach Md134238, Md198091,
Md241358, Md255592, Md258197, Md352930
Md187047, Md230387, Md827881 oraz spadek
aktywnosci genu Md893990. Natomiast w przy-
padku podktadki tolerancyjnej P 60 ekspresja wyty-
powanych genow byla zalezna od zastosowanej
temperatury przemrazania. Dla genéw o adnotacji
Md141221, Md496812 oraz Md235041 odnoto-
wano spadek ilosci transkryptu po zastosowaniu
temperatury -10°C, natomiast obnizenie tempe-
ratury do -14°C powodowato wzrost aktywnosci
ww. genow oraz dodatkowo gendéw o adnotacjach
Md187047 oraz Md230387. Wzrost ekspresji
genow, zalezny od zastosowanej temperatury, odno-
towano takze dla genow Md134238, Md198091,
Md255592, Md893990 (-12°C), Md241358 (-10°C)
oraz Md258197, Md289101, Md352930 (-14°C).

Na podstawie analiz przeprowadzonych
W oparciu o pomiary ekspresji wytypowanych
sekwencji EST (2018), celem weryfikacji uzyska-
nych profili ekspresji wytypowanych dotychczas
genoéw, przeprowadzono analiz¢ poroéwnawcza
typu regulacji poziomu ich transkryptow (up/down
regulation) w eksperymencie RNAseq oraz tescie
gPCR. Dla pigciu genow, sposrod wytypowanych
w roku biezacym, odnotowano ten sam rodzaj
regulacji w testach qPCR, jak i w eksperymen-
tach RNAseq. Do grupy tej naleza geny o adnota-
cjach: Md258197, Md141228 (M.9, -10°C/down),
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Md496812 (M.9, -12°C/down), Md893990 (P 60,
-12°C/up) i Md198091 (P 60, -10°C/down)

W ramach realizowanego zadania w wyniku
przeprowadzonych testow walidacyjnych (RNAseq
vs. qPCR) (Imelfort i Edwars 2009) dotychczas
wytypowano 18 fragmentow EST, dla ktorych
odnotowano zroznicowang regulacje w uktadzie
genotyp/gen/temperatura przemrazania.

Sekwencje EST o potwierdzonym typie regu-
lacji ekspresji, stanowi¢ beda potencjalne markery
funkcjonalne do monitorowana poziomu tolerancji
podktadek jabtoni na stres niskich temperatur.

Whioski

1. Podktadki P 66, P 67 i P 68 lepiej znosza
przemrozenie niz podktadki M.9 i M.26, mozna
je wigc uznaé za tolerancyjne na stres niskich
temperatur.

2. Poziom ekspresji badanych genow zalezy
od genotypu podktadki, badanej tkanki roslin-
nej (ksylem/korzen) i stosowanej temperatury
przemrazania.

3. Wytypowane i adnotowane sekwencje tran-
skryptomu jabtoni poszerzajg baze danych,
z ktoérej wstepnie wyloniono 18 przypuszczal-
nych markeréw funkcjonalnych badanej cechy
podktadek jabtoni.
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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr decyzji HOR.hn.802.4.2019,

Zadanie nr 71.

Slowa kluczowe: faza juwenilna, jabton, jako$¢ owocow, markery molekularne

W ramach zadania 71 w roku 2019 realizowa-
no 4 tematy badawcze.
Cel podjetego tematu i prowadzonych badan

— Oszacowanie efektow GCA i SCA dla bada-
nych form rodzicielskich pod wzgledem
wybranych cech fenotypowych (sita wzro-
stu, wczesnos$¢ wchodzenia w okres kwitnie-
nia i owocowania, intensywnos¢ kwitnienia
iowocowania, wysoka jako$¢ owocow, odpor-
no$¢ roslin na choroby) w oparciu o oceng
potomstwa 28 rodzin mieszancow.

— Zageszczenie kolejnych grup sprzezen mapy
genetycznej odmian ‘Free Redstar’ i ‘Oliw-
ka Zotta’ (uzyskana w latach 2015-2019)
poprzedzone analiza segregacji alleli marke-
row SSR w populacji.

— Analiza korelacji cech fenotypowych oraz
markeréw zlokalizowanych na mapie geno-
moéw odmian ‘Free Redstar’ i ‘Oliwka Zotta’.

— Weryfikacja wyselekcjonowanych siewek,
przy uzyciu markerow SSR o wysokim stop-
niu korelacji z badanymi cechami fenotypo-
wymi.

Obliczenia efektow GCA i SCA dla uktadu
czynnikowego (94 x 4'7) wykonano za pomoca
programu komputerowego SERGEN (Calinski
i in. 2003). Wsrdd 11 genotypoéw rodzicielskich
jabtoni, 7 odmian: ‘Free Redstar’, ‘Gold Mile-
nium’, ‘Alwa’, ‘Golden Delicious’, ‘Kosztela’,
‘Oliwka Zotta’ i ‘Koksa Pomaranczowa’ miato
istotne dodatnie lub ujemne wartosci efektow GCA
dla sity wzrostu siewek (tab. 1). Odmiany: ‘Free

Redstar’, ‘Gold Milenium’ (dla $rednicy pedu
przewodnikowego), ‘Alwa’ i ‘Koksa Pomaran-
czowa’ wykazujg istotnie dodatnie wartosci efek-
tow GCA dla tej cechy, sa wigc donorami silnego
wzrostu u potomstwa siewek tego gatunku. Nato-
miast odmiany ‘Gold Milenium’ (dla wysokosci
pedu przewodnikowego), ‘Golden Delicious’,
‘Kosztela’ i ‘Oliwka Zotta’ mialy istotnie nega-
tywne efekty GCA dla tej cechy, sa wigc donorami
genow warunkujgcych staby wzrost u potomstwa
siewek jabtoni. W przypadku drzew jabtoni, cze$¢
odmian poczatkowo po posadzeniu w polu rosnie
silnie, a po wejsciu w okres owocowania sita ich
wzrostu maleje. Przektada si¢ to na uzyskiwanie
wigkszej liczby owocdw, o bardziej atrakcyjnym
wygladzie (Rejman 1994). Wyniki analizy ogdl-
nej zdolnosci kombinacyjnej (GCA) dla stopnia
porazenia siewek przez parcha i maczniaka jabto-
ni odmiany ‘Free Redstar’ wskazaty na istotnie
yjemny efekt GCA (tab. 2). Genotyp ten jest
potencjalnym donorem gendéw warunkujacych
odpornos$¢/matg podatnosé na parcha i maczniaka
jabtoni u potomstwa. Odmiany ‘Alwa’ i ‘Oliwka
Zotta’ reprezentowaly natomiast istotnie dodat-
nie efekty GCA dla stopnia porazenia roslin
przez parcha i maczniaka jabtoni, sa wigc dono-
rami gendéw warunkujgcych podatnos¢ na parcha
1 maczniaka jabloni u potomstwa siewek jabto-
ni. Nasze wyniki maja potwierdzenie w literatu-
rze, ktora wskazuje, ze genotyp ‘Free Redstar’
Jest odmiang odporng na parcha jabloni (V,), za$
genotypy ‘Alwa’ i ‘Oliwka Zoétta’ sa odmianami
$rednio podatnymi na tego patogena (Rejman
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1994; Zurawicz 2003, Lewandowski i Zurawicz
2007, Zurawicz i in. 2013).

Podczas sporzadzania map genetycznych jabto-
ni odmian ‘Free Redstar’ i ‘Oliwka Zétta’, prowa-
dzonych w niniejszych badaniach wykorzystano
zjawisko konserwatywnosci (kolinearnosci) marke-
row molekularnych (Velasco i in. 2010). W wyni-
ku reakcji amplifikacji DNA z 50 markerami SSR
zidentyfikowano 184 polimorficzne allele, segregu-
jace w populacji mapujacej, dla ktorych okreslono
loci w genomach obu badanych form rodzicielskich.
Analiza typu segregacji oraz frekwencji rekombina-
cji pomigdzy allelami, pozwolita na sporzadzenie
‘szkieletu’ grup sprzezen — homologow chrom. I,
VI, XII, XIV, XVII genomu jabtoni, dotychczas
niezmapowanych odmian tego gatunku. Uzyskany
w roku 2019 szkielet mapy zawiera tacznie loci 46
markeréw SSR pokrywajacych 452 ¢cM fragmentu
genomu jabtoni. Natomiast na podstawie analizy
247 zidentyfikowanych (2015-2019) heterozygo-
tycznych alleli, r6znicujacych genomy odmian ‘Free
Redstar’ oraz ‘Oliwka Zotta’, okreslono typ segre-
gacji oraz ich rozklad w populacji mapujacej (test
X?). Po okresleniu typu segregacji oszacowano,
ze 102 wprowadzonych na mape alleli markerow
pochodzito z genomu odmiany ‘Free Redstar’,
natomiast 104 z genomu odmiany ‘Oliwka Zétta’.
W przypadku 80 markeréw zidentyfikowano allele,
ktore pochodzity z genomoéw obu form rodziciel-
skich. Na tym etapie badan sporzadzono odrgbne
mapy genetyczne genomow ‘Free Redstar’ i ‘Oliw-
ka Zotta’. Mapa genomu odmiany ‘Free Redstar’
zawiera 41 grup sprzezen wysyconych loci 215 alle-
li markeréw SSR (wielko$¢ zmapowanego genomu
2 520 cM), natomiast na mapie genomu odmiany
‘Oliwka Zotta’ zlokalizowano 231 alleli markerow
sprzgzonych w 51 grupach LG (2 166 cM). Stopien
kolinearno$ci zmapowanych fragmentéw genomow
obu odmian jabtoni z odczytami referencyjnej mapy
rodzaju Malus oszacowano na 43% (analiza porow-
nawcza dla mapy zintegrowanej ‘Free Redstar’
x ‘Oliwka Zotta’) (Liebhard i in. 2002, 2003).

W wyniku analizy korelacji genotypowo-fe-
notypowych dla odmiany ‘Free Redstar’ zaob-
serwowano wysoki stopien zaleznos$ci pomigdzy
terminem kwitnienia, $rednica, wysokoscia pedu,
a markerami zlokalizowanymi w grupach sprz¢zen
LGl1,2,3,8,10, 11, 16 (K* 4 —7) jej genomu. Nato-
miast w przypadku cechy odpornosci na parcha
i maczniaka, w jej genomie zidentyfikowano
markery odpowiednio w grupach sprzezen LGI,
2,101 LG2, 8, 17, dla ktorych odnotowano istot-
ng warto$§¢ wspolczynnika korelacji pomiedzy loci
a wartoscig badanej cechy (K*5 — 4). W genomie
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odmiany ‘Oliwka Zoétta’ oszacowano wysoki
stopien korelacji dla cech zwigzanych z rozwojem
pedow (termin kwitnienia, wysoko$¢ i $rednica)
i markerami zlokalizowanymi w grupach LG2, 3,
4, 6, 7, 8, 10. Jednocze$nie markery z grup LGl
i 2 wykazaly wysoki stopien sprzezenia z cecha
odpornosci na parcha, natomiast nie odnotowano
istotnych korelacji pomigdzy lokalizacja markerow
SSR, a odporno$cig na maczniaka.

Ponadto dla 30 genotypow wyselekcjono-
wanych pod katem krotkiego okresu juwenilne-
go 1 dobrej jakoSci zewnetrznej i wewngtrznej
owocOw potwierdzono status mieszanca i zrézni-
cowania genetycznego. Zgodnie z przeprowadzo-
na analizg wybrane rosliny zgrupowano w trzech
klastrach. W pierwszym klastrze (I) znalazly sig
genotypy potomne o numerach 24/1 (1R), 01/3
(5R), 01/5 (8R) oraz krzyzowana odmiana ‘Glogie-
rowka’ (33R) reprezentujgce poziom podobien-
stwa migdzy 79-81%, druga grupe (II) utworzyty
rosliny oznaczone 04/1 (18R), 28/1 (26R) i odmia-
na ‘Gold Milenium’ (36R), dla ktérych poziom
podobienstwa wynosit 80-85%. Pozostate rosliny
reprezentujgce podobienstwo genetyczne na pozio-
mie 70-92% zgrupowano w trzecim klastrze (III).
Ponadto rosliny: 01/7 (10R) i ‘Kronselka’ (38R)
zostaty pogrupowane osobno, a poziom podobien-
stwa ich genomow oszacowano na poziomie 79%.
Najbardziej genetycznie oddalone, niepowigzane
z zadng z prezentowanych grup, byly genotypy
o numerach 24/1 (1R) i 22/1 (7R) pochodzace
odpowiednio ze skrzyzowania odmian: ‘Golden
Delicious’ x ‘Malinowa Oberlandzka’ i ‘Golden
Delicious’ x ‘Glogieréwka’.

Whioski z prowadzonych badan

— Wstepne wyniki badan pokazujg, ze badane
genotypy rodzicielskie jabloni r6znig si¢ zdol-
nos$cig kombinacyjng (efekty GCA i SCA) pod
wzgledem badanych cech.

— Wstepne wyniki badan pokazuja, ze wsrod 30
wyselekcjonowanych genotypoéw jabtoni znaj-
duja si¢ zar6wno genotypy z wysoka i niska
jedrno$cia owocOw oraz genotypy z wyso-
ka 1 niskg zawarto$cig ekstraktu, kwasowosci
i kwasu L-askorbinowego w owocach.

— Utworzone mapy genetyczne stanowig bazg
do dalszych badan genomoéw nowych odmian
jabtoni, a takze do oszacowania korela-
cji pomiedzy zlokalizowanymi markerami
a cechami fenotypowymi (MAS: Marker
Assisted Selection).

— Wstepnie wytypowane markery o znanych loci
stanowig baz¢ do wczesnej selekeji siewek pod
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katem cech warunkujacych dtugosé¢ fazy juwe-
nilnej jabtoni.
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Tabela 1

Ocena efektow GCA dla sily wzrostu siewek 11 odmian jabloni krzyzowanych w ukladzieczynnikowym (94 x £7),
Dabrowice, 2019; program statystyczny SERGEN.

Sita wzrostu siewek
Nr mgtki Formy rodziciclskic Srednica pedu przewodnikowego Wysokos¢ pedu przewodnikowego
lub ojca Ocena efektu Statystyka F dla Ocena efektu Statystyka F dla
glownego efektu gtownego glownego efektu glownego
Analiza wzgledem form matecznych - @

1 Free Redstar 0,110 0,35 0,204%* 91,08
2 Gold Milenium 0,481* 6,72 -0,094** 19,46
3 Alwa 0,123 0,44 0,112%%* 27,60
4 Golden Delicious -0,714%* 14,79 -0,222%* 107,88

L. . . 0,10 2,77 0,10 2,77
Wartosci lfrytyczne dla testowania indywidualne- 0.05 3,95 0.05 3,95
80 na poziomie 0,01 6,95 0,01 6,95

— . 0,10 521 0,10 5,21
Wartos.m k.rytyczne dla testowania jednoczesnego 0.05 6.52 0.05 6.52
na poziomie 0,01 9,72 0,01 9,72

Analiza wzgledem form ojcowskich - &
1 Glogierowka 0,329 0,56 0,136 2,40
2 Kosztela -1,334* 9,26 0,007 0,01
3 Malinowa Oberlandzka 0,832 3,60 -0,194 4,87
4 Kronselska -0,084 0,04 0,201 5,19
5 Oliwka Zotta -1,555%* 12,57 -0,349%* 15,73
6 Koksa Pomaranczowa 2,111%* 23,17 -0,006 0,00
7 MclIntosh -0,299 0,46 0,206 5,46
Wartos$ci krytyczne dla testowania indywidualnego 0,10 2,77 0,10 2,77
na poziomie 0,05 3,95 0,05 3,95
0,01 6,95 0,01 6,95
Warto$ci krytyczne dla testowania jednoczesnego 0,10 6,26 0,10 6,26
na poziomie 0,05 7,60 0,05 7,60
0,01 10,88 0,01 10,88
Objasnienie: * - wartosci istotnie rozne od sredniej ogolnej przy poziomie a=0,05
**_wartosci istotnie rozne od Sredniej ogolnej przy poziomie a.=0,01
Tabela 2

Ocena efektow GCA dla stopnia porazenia przez parcha i maczniaka jabloni siewek 11 odmian jabloni krzyzowanych w
ukladzie czynnikowym (94 x 37), Dabrowice, 2019; program statystyczny SERGEN.

Stopien porazenia siewek
Nr matki F S Parch jabtoni Maczniak jabtoni
. ormy rodzicielskie
lub ojca Ocena efektu Statystyka F dla Ocena efektu Statystyka F dla
glownego efektu glownego glownego efektu glownego
Analiza wzgledem form matecznych - 9

1 Free Redstar -0,131%* 17,14 -0,064** 12,96
2 Gold Milenium 0,004 0,02 -0,039 4,84
3 Alwa 0,140%* 19,55 0,082%%* 21,16
4 Golden Delicious -0,013 0,18 0,021 1,44

o o - 0,10 2,77 0,10 2,77
Wartos.m k.rytyczne dla testowania indywidualnego 0.05 3,95 0.05 3,95
na poziomie 0,01 6,95 0,01 6,95

i - 0,10 5,21 0,10 5,21
Wartosbc1 k'rytyczne dla testowania jednoczesnego 0.05 6.52 0.05 6.52
na poziomie 0,01 9,72 0,01 9,72

Analiza wzglgdem form ojcowskich -

1 Glogierowka -0,182 6,78 -0,064 1,52
2 Kosztela 0,099 2,01 -0,046 0,76
3 Malinowa Oberlandzka -0,038 0,30 0,079 2,33
4 Kronselska -0,157 5,05 -0,064 1,52
5 Oliwka Zotta 0,287%** 16,79 0,048 0,86
6 Koksa Pomaranczowa -0,063 0,82 -0,033 0,40
7 Mclntosh 0,055 0,63 0,079 2,33

o L - 0,10 2,77 0,10 2,77
Wanosvcl k.rytyczne dla testowania indywidualnego 0.05 3,95 0.05 3,95
ha poziomie 0,01 6,95 0,01 6,95

o - 0,10 6,26 0,10 6,26
Wartos.c1 k‘rytyczne dla testowania jednoczesnego 0.05 7,60 0.05 7,60
na poziomie 0,01 10,88 0,01 10,88

Objasnienie: * - wartosci istotnie rozne od Sredniej ogolnej przy poziomie 0=0,05
**_wartosci istotnie rozne od Sredniej ogolnej przy poziomie a=0,01
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Indukowanie zmiennosci genetycznej jabtoni

na drodze poliploidyzacji in vitro oraz ocena
fenotypowa i genetyczna uzyskanych poliploidéw
w odniesieniu do diploidalnych form wyjsciowych

Induction of genetic variability of apple via polyploidization in vitro and phenotypic
and genetic assessment of polyploids obtained in relation to their diploid

counterparts

Matgorzata Podwyszynska >, Monika Markiewicz, Agnieszka Marasek-
Ciotakowska, Agnieszka Wojtania, Bozena Matysiak, Agata Broniarek-
Niemiec, Dorota Kruczynska, Joanna Putawska

Instytut Ogrodnictwa, Konstytucji 3 Maja 1/3, 96—100 Skierniewice,
P4 e-mail: Malgorzata.Podwyszynska@inhort.pl, tel. 46 8345353

Praca zostata wykonana w ramach badan podstawowych na rzecz postgpu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi nr decyzji HOR.hn.802.4.2019,

Zadanie nr 70.

Stowa kluczowe: AFLP, Erwinia amylovora, in vitro, Malus x domestica, odporno$¢, tetraploidy, Venturia inaequalis

Uzyskanie tetraploidow o nowych cechach
uzytkowych, w tym zwigkszonej odpor-
no$ci na porazenie przez grozne patoge-
ny jabloni — Erwinia amylovora (sprawcy
zarazy ogniowej) oraz Venturia inaequalis (spraw-
cy parcha jabtoniowego). W poprzednich latach
badan, dzigki opracowanej efektywnej metodzie
poliploidyzacji in vitro, uzyskano liczne tetraplo-
idy szesciu odmian jabtoni ‘Free Redstar’, ‘Gala
Must’, ‘Pinova’, Co-op 32, ‘Redchief” i ‘Sander’.
W roku 2019 celem badan byta ocena uzyskanych
autotetraploidow po wzgledem cech morfologicz-
nych, parametrow fizjologicznych oraz podatno-
$ci na ww. patogeny, a takze zmian genetycznych.

Opis wynikow
Prace prowadzono w ramach 5 tematéw
badawczych.

Temat badawczy 1.

Ocena in vitro podatnos$ci na porazenie
przez Erwinia amylovora uzyskanych tetra-
ploidow wytypowanym testem w odniesieniu
do ich diploidalnych genotypéw wyjscio-
wych. Ocenie poddano 31 kolejnych geno-
typoéw tetraploidalnych 6 odmian i odmiany
referencyjnej ‘Lobo’ o wysokim stopniu

podatnosci na patogen. U czterech odmian
‘Free Redstar’, ‘Gala Must’, ‘Pinova’
1 ‘Redchief” wykryto w sumie 10 klondéw
tetraploidalnych charakteryzujacych si¢ istot-
nie nizszym stopniem porazenia bakterio-
za w poréwnaniu do odmiany macierzystej
1 referencyjne;.

Temat badawczy 2.

Ocena efektywnosci ukorzeniania i akli-
matyzacji w warunkach ex vitro klonow tatra-
ploidalnych. Mikrosadzonki tetraploidow
charakteryzowaty si¢ stabszymi zdolnos$ciami
do ryzogenezy w porownaniu do diploidow.
Aktywnie rosnace tetraploidy w liczbie umoz-
liwiajacej przeprowadzenie badan nad oceng
fenotypowa uzyskano dla 11 sposrod 18
badanych klonow tetraploidalnych.

Temat badawczy 3.

Ocena zmian genetycznych/epigene-
tycznych neotetraploidow. W badaniach
wykorzystano trzy neotetraploidy jabtoni
‘Free Redstar’ wykazujace wysoki stopien
odpornosci na parcha jabtoni (V. inaequ-
alis) oraz ich diploidalny genotyp wyjsciowy
— odmiane wzglednie odporng na t¢ chorobg.
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Analizg transkryptomoéw  przeprowadzono
metoda cDNA-AFLP. Wykonano réwniez
sekwencjonowanie fragmentow AFLP ulega-
jacych zréznicowanej ekspresji u tetraploidow
1 diploida pod wptywem infekcji. Transkrypty
genow, ktorych ekspresja byta zrdznicowa-
na po inokulacji ro$lin V. inaequalis u geno-
typow tetraploidalnych 1 diploida zostaty
wytypowane do reamplifikacji i sekwencjo-
nowania (zsekwencjonowano 30 fragmentow
takich genéw). Przy pomocy oprogramowa-
nia BLAST analizowano stopien podobien-
stwa reamplifikowanych produktow AFLP
do sekwencji genow zebranych w bazie danych
NCBI. Wykazano, ze spos$rod gendow ulega-
jacych nadekspresji u tetraploidalnych roslin
infekowanych V. inaequalis, trzy z nich wyka-
zywaty podobienstwo do genow kodujacych
biatka zaangazowane w reakcje odporno-
sciowe roslin: czynnik transkrypcyjny RAP2,
bialko EFR3 oraz hydrolaz¢ ABH. Pozostale
fragmenty cDNA-AFLP wykazywaty podo-
bienstwo do genow kodujacych biatka, ktore
moga by¢ posrednio zwigzane z reakcjg roslin
na porazenie patogenem; bialka regulujace
ekspresje gendw, biatka transportowe oraz
bialka transdukcji sygnatu. Wykonano réwniez
analize obecno$ci czterech genéw odporno-
$ci na parcha Rvi5, Rvi6, Rvill oraz Rvil5.
Wyniki badan potwierdzily obecnos¢ ww.
gendw odpornosci na t¢ chorobg, zaréwno
u diploida, jak 1 u wszystkich tetraploidow.
Ponadto analiza ekspresji genow odpornosci
PR2 oraz Rvi6 podczas infekcji V. inaequalis
przeprowadzona u jednego genotypu tetra-
ploidalnego ‘Free Redstar’ metoda real-time
PCR wykazata znaczne zwigkszenie poziomu
ekspresji tych genow.
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Temat badawczy 4.

Ocena morfologiczna oraz parametréw
fizjologicznych wytypowanych tetraploidow
w odniesieniu do genotypdéw wyjsciowych.
Ocenie poddano rosngce w sadzie 1-2-letnie
drzewka (wlasnokorzeniowe oraz zaszcze-
pione na podktadce M 9) 28 tetraploidal-
nych klonéw 5 odmian (‘Free Redstar’, ‘Gala
Must’, ‘Redchief’, ‘Pinova’i ‘Sander’) oraz ich
diploidalnych odmian wyjSciowych. Zmiany
fenotypu byly szczegdlnie widoczne u roslin
wlasnokorzeniowych: tetraploidy byly znacz-
nie nizsze, miaty mniejsze liscie 1 w kilku
przypadkach nizsza aktywno$¢ fotosyntetycz-
ng niz diploidy. Tetraploidy jabtoni szczepione
na podkladce M9 charakteryzowaty si¢ wigk-
szym wigorem niz wlasnokorzeniowe — wska-
zywaly na to wyraznie mniejsze rdznice lub
brak réznic pomiedzy tetraploidami i diploida-
mi w wysokos$ci pedow, wielkos$ci lisci 1 aktyw-
nos$ci fotosyntetyczne;.

Temat badawczy 5.

Ocena podatnosci uzyskanych poliploidow
na porazenie przez Venturia inaequalis w warun-
kach szklarniowych. Oceng porazenia lisci tetra-
ploidow w odniesieniu do diploidalnych odmian
wyj$ciowych oraz wrazliwe] odmiany refe-
rencyjnej ‘Lobo’ przeprowadzona po 4
tyg. od inokulacji zawiesing zarodnikow V.
inaequalis przy uzyciu S-stopniowej skali.
Wykazano, ze tetraploidy odmian o duzej i $red-
niej podatnosci na parcha (‘Redchief’ i ‘Gala
Must’), charakteryzujg si¢ z reguty podobnag
podatnoscig na patogen, jak odmiany macie-
rzyste. Natomiast u odmian o matej podatnosci,
tetraploidy nie sa w ogdle porazone, jak u ‘Free
Redstar’ i ‘Co-op 32°.
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Hybrydyzacja oddalona gatunkéw Prunus
cerasifera (atycza), Prunus armeniaca (morela),
Prunus salicina (sliwa japonska), Prunus
domestica (sliwa domowa) w celu zwiekszenia
bior6znorodnosci genetycznej w obrebie rodzaju

Prunus

Distant hybridization of the Prunus cerasifera (myrobalan plum), Prunus armeniaca
(apricot), Prunus salicina (Japanese plum), Prunus domestica (European plum)
species for extending genetic biodiversity within the genus Prunus

Marek Szymajda ™, Anita Kuras, Edward Zurawicz, Bogustawa Idczak

Instytut Ogrodnictwa, Zaktad Hodowli Roslin Ogrodniczych ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96—100 Skierniewice,

< e-mail: marek.szymajda@inhort.pl, tel. 46 8345406

Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi, nr decyzji HOR.hn.802.4.2019,

Zadanie nr 77.

Stowa kluczowe: embryo rescue, krzyzowanie migdzygatunkowe, mieszance migdzygatunkowe, Prunus

Hybrydyzacja oddalona gatunkéw drzew
owocowych z rodzaju Prunus jest do$¢ trudna,
a jesli juz zachodzi, to charakteryzuje si¢ niska
efektywnoscia (Yoshida i in., 1975; Jun i Chung,
2007). Technika ta znajduje zastosowanie zwlasz-
cza wowczas, gdy w obrebie okreslonego gatunku
roslinbrak jest zrodet genow, warunkujacych poza-
dane cechy lub ekspresja tych gendéw jest niewy-
starczajaca (Layne i Sherman, 1986). Dlatego
w Instytucie Ogrodnictwa prowadzone sg badania
nad mozliwosécig zwigkszenia bior6znorodnos$ci
genetycznej w obrebie rodzaju Prunus poprzez
zastosowanie hybrydyzacji oddalonej gatun-
koéw Prunus cerasifera (atycza), Prunus salicina
(8liwa japonska) oraz Prunus armeniaca (morela)
metodg hodowli klasycznej przy wykorzystaniu
techniki embryo-rescue. Przyjeta hipoteza badaw-
cza zaklada, ze przy pomocy konwencjonalnych
metod hodowli (krzyzowanie tradycyjne i selek-
cja) mozliwy jest transfer genow warunkujacych
cenne cechy biologiczne migdzy wymienionymi
gatunkami i1 uzyskanie nowych, nie wystepuja-
cych w naturze genotypow, taczacych pozadane
cechy, wystepujace w obrebie rdéznych gatunkow
z rodzaju Prunus. Genotypy te pozwolg poszerzy¢
istniejgcg bior6znorodno$¢ w obrebie tego rodza-
ju, a w przysztosci moga by¢ wykorzystane takze

w hodowli ukierunkowanej na uzyskanie nowych
odmian moreli, §liwy japonskiej i sliwy domowej
lub podktadek dla tych gatunkow.

Materiaty i Metody

Dla uzyskania zatozonego celu badawczego
realizowano 6 tematow szczegotowych: temat 1
-analiza zywotno$ci pytku form ojcowskich more-
li, $liwy japonskiej i atyczy. Zywotno$¢ pytku
badano poprzez: wybarwienie cytoplazmy oraz
ocen¢ zdolnosci kietkowania; femat 2 — ocena
mozliwosci krzyzowania réznych genotypow
z rodzaju Prunus ($liwa japonska, morela, alycza)
w oparciu o wykonanie 20 kombinacji zapylen
oddalonych, wykonanych w wysokim tunelu
foliowym; temat 3 — ocena zdolnosci kietkowa-
nia nasion uzyskanych w wyniku hybrydyzacji
oddalonej roznych genotypow atyczy, moreli,
sliwy japonskiej lub ich mieszancow; temat 4 —
optymalizacja i prowadzenie hodowli zarodkow
in vitro. Zarodki mieszancowe wyktadano na trzy
pozywki: MS (Murashige i Skoog, 1962), WPM
(Lloyd i McCown, 1981) i C2d (Chee i1 Pool,
1987); temat 5 — analizy molekularne 40 siewek
mieszancowych oraz ich form rodzicielskich.
Do analiz zastosowano technik¢ SSR (Simple
Sequence Repeat); temat 6 — ocena wybranych
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cech biologicznych 180 siewek mieszancowych
(kwitnienie i owocowanie) uzyskanych w poprzed-
nich latach badan.

Wyniki i Dyskusja

Barwienie acetoorceing wykazato, ze zywot-
no$¢ pytku form ojcowskich wykorzystanych
do krzyzowan w 2019 r., wynosita od 49%
do 100%. Zywotno$¢ pylku wyrazona jego zdol-
no$cig do kietkowania na pozywkach byta nizsza
od zaobserwowanej po barwieniu acetoorceing.
Metodg acetoorceinowg mozna wigc stosowac tylko
do badan wstepnych, gdyz moze wybarwia¢ rowniez
ziarna pytku nieaktywne fizjologicznie. Niezalez-
nie od zastosowanej pozywki najnizszg zdolnos$¢
kietkowania miat pytek sliwy japonskiej (21-33%
kietkujacych ziaren), a najwyzsza moreli (48—75%).
Obserwacje wzrostu tagiewek pytkowych przez
tkanke transmisyjnag szyjki stupka (in vivo) wyka-
zaty, ze po zapyleniu miedzygatunkowym dorasta-
ja one do poziomu zalgzka po uplywie 72 godzin
od naniesienia pytku na znamig stupka.

W wykonanych krzyzowaniach duza liczba
powstajacych zawigzkéw opadla w ciggu kilku
tygodni po wykonaniu zapylen, co prawdopo-
dobnie spowodowane bylo wystapieniem postzy-
gotycznych barier krzyzowalnosci. Ostatecznie
z wykonanych krzyzowan uzyskano 1077 owocow/
zawigzkow owocow, co stanowi tylko 13,3% zapy-
lonych kwiatow. Najlepsze zawigzywanie owocow
w stosunku do liczby zapylonych kwiatow uzyska-
no w krzyzowaniach $liwa japonska X morela
(15,6%) oraz $liwa japonska x atycza (12,1%).
Te kombinacje krzyzowan daja wiec najwicksze
szanse na uzyskanie siewek mieszancowych.

Z krzyzowania roznych genotypow Sliwy
japonskiej, moreli i atyczy uzyskano 337 nasion
dobrze wyksztatconych (78,0%), czyli zywotnych.
Pozostate 95 nasion (22,0%) miato silnie zdefor-
mowane liScienie, a wigc byly to nasiona niezywot-
ne. Ocenie zdolno$ci kietkowania poddano tylko
nasiona dobrze wyksztalcone. Pomimo dlugotrwa-
fej stratyfikacji i pozbawienia nasion endokarpow
nie wszystkie nasiona byty zdolne do kietkowania.
Lacznie skietkowaly 323 nasiona (95,8% skiel-
kowanych nasion). Najlepiej kietkowaly nasiona
sliwy japonskiej D 17-73 i ‘Czarnuszka’ (97,6%
i 97,1%), natomiast najstabiej nasiona mieszanca
sliwy japonskiej i atyczy ‘Najdiena’ (70,0%). Ozna-
cza to, ze genotypy te sa dobrymi formami matecz-
nymi do krzyzowan oddalonych $liwy japonskiej,
moreli i atyczy.

Na pozywki in vitro wytozono 92 zarodki,
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uzyskane z krzyzowania miedzygatunkowego
sliwy japonskiej, atyczy i moreli oraz 180 zarod-
kow (kontrola) uzyskanych w wyniku wolnego
zapylenia kwiatow (zarodki wewnatrzgatunko-
we). Po 10 tygodniach stratyfikacji pozostato 70
zywotnych zarodkow z krzyzowan migdzygatun-
kowych i 146 z wolnego zapylenia. Z zarodkéw
tych w fitotronie uzyskano odpowiednio 28 i 104
ro$liny. Z zarodkdw wylozonych na pozywke MS
uzyskano wiegcej roslin niz z zarodkow wytozo-
nych na pozywki WPM i C2d. Najwiecej zrege-
nerowanych ro$lin uzyskano z zarodkow §liwy
japonskiej D 17-73.

W  badaniach profilu genetycznego klonu
nr MMG K4 13 2013 77/13 oraz identyfikacji
mieszancow przeprowadzano 1928 reakcji ampli-
fikacji, w ktorych wygenerowano 133 amplikony
(w tym 18 monomorficznych), o dlugosci od 90
do 230 pz. Do opracowania profilu genetyczne-
go zastosowano zestaw 20 par starterow, w reak-
cji z ktorymi uzyskano 37 amplikonow. Status
mieszanca z wykonanego krzyzowania potwierdzo-
no dla wszystkich testowanych siewek mieszanco-
wych.

Z ocenianych 180 siewek mieszancowych sliwy
japonskiej, atyczy i moreli zaowocowaly 42 geno-
typy, czyli tylko 23,3% ocenionej populacji. Duza
czg$¢ ocenionych siewek wyksztalcita zdeformo-
wane kwiaty, w ktorych znajdowato si¢ od kilku
do kilkunastu stupkéw, przy jednoczesnym braku
ptatkow kwiatowych. Wskazuje to na zaburzenia
genetyczne siewek, co zapewne spowodowane jest
staba kompatybilno$cig genetyczng krzyzowanych
form rodzicielskich. Wyrdzniajaca si¢ populacja
byly siewki uzyskane ze skrzyzowania mieszanca
migdzygatunkowego ‘Najdiena’ (§liwa japonska X
atycza) ze §liwa japonska ‘Blue Gigant’. Siewki te
kwitly intensywnie oraz, pomimo przymrozkow
wiosennych, na ogoét odznaczaty si¢ $rednim lub
intensywnym owocowaniem i wytwarzaty atrakcyj-
ne owoce. Owoce wytwarzane przez niektore z tych
siewek odznaczaly si¢ dobrym odchodzeniem migz-
szu od pestki, co w przypadku owocow §liwy japon-
skiej jest rzadka, ale porzadang cecha.

Whioski

— Okres 72 godzin po zapyleniu jest wystarcza-
jacy dla dotarcia tagiewki pytkowej do zalaz-
ni stupka w krzyzowaniach oddalonych sliwy
japonskiej i moreli.

— Tradycyjna hybrydyzacja oddalona gatun-
kéw morela, §liwa japonska i atycza jest mato
efektywna. Uzyskuje si¢ malg liczbe owocow
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i nasion w stosunku do zapylonych kwiatow.

— Duza cz¢é¢ nasion uzyskanych w krzyzowa-
niach oddalonych gatunkow sliwa japonska
morela to nasiona nieprawidtowo wyksztatco-
ne i stad niezywotne.

— Efektywnos$¢ hodowli zarodkow mieszan-
cowych §liwy japonskiej, moreli i atyczy
w warunkach in vitro zalezy od genotypu
zarodkow i rodzaju zastosowanej pozywki.

— Sposrod ocenianych rodzin mieszancow najlep-
szymi cechami fenotypowymi odznaczaja si¢
siewki uzyskane ze skrzyzowania genotypow
‘Najdiena’ i ‘Blue Gigant’ [($liwa japonska X
atycza) x §liwa japonskal.
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